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A dengue é uma doença que tem como agente etiológico o 
Dengue virus (DENV), da família Flaviviridae, do gênero Flavivirus. 
Mais de 50 milhões de infecções ocorrem anualmente no mundo.  
Níveis altos de diferentes citocinas foram observados na infecção 
por DENV. Sabe-se que após a infecção pelo DENV in vitro, os 
macrófagos, após o reconhecimento do vírus, liberam TNF-α, IFN-α, 
IL-1 e IL-6 fator ativador de plaquetas e histaminas. Outras citocinas 
também foram correlacionadas in vivo com a doença. 
Dentre as citocinas pró-inflamatórias encontradas in vivo e in 
vitro, em células infectadas com o DENV ou em pacientes com a febre 
hemorrágica da dengue (DHF), estão o TNF-α, o IFN-γ, o IFN-β, a IL-2, 
a IL-4, a IL-5, a IL-6, a IL-10, o IFN-α e o hCF. Outros mediadores da 
resposta inflamatória foram encontrados em pacientes com infecção 
aguda pelo DENV, como a enzima NOS2. As citocinas desempenham 
um papel sinérgico na superfície endotelial, contribuindo para o 
extravasamento do plasma e os seus níveis altos resultam no quadro 
grave da doença.  
Este estudo acompanhou, através de PCR em tempo real, as 
diferenças de cinética de expressão dos genes das principais citocinas 
inflamatórias (TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6 e IL-12p40) e da enzima 
NOS2 liberadas por macrófagos murinos RAW 264.7 durante a infecção 
pelo DENV-1 e DENV-4 e durante o estímulo com LPS. 
No presente trabalho, foram observadas diferenças nas cinéticas 
de expressão dos genes destas citocinas e enzima quando induzidos por 
DENV-1, DENV-4 e LPS. Os genes do IFN-β e da IL-6 apresentaram 
expressão precoce. Os genes do TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6 e IL-12p40 
apresentaram expressão intermediária, intermediária-tardia e tardia. O 
gene da enzima NOS2 também apresentou expressão tardia. 
 






Dengue is a disease whose etiological agent is Dengue virus 
(DENV). This virus belongs to Flaviviridae family and Flavivirus 
genus. More than 50 million infections occur annually in the world. 
Elevated levels of different cytokines were observed in Dengue 
virus infection. It is well known that after DENV in vitro infection, 
macrophages, after virus recognition, secrete TNF-α, IFN-α, IL-1 and 
IL-6, which is an activating factor of platelets and histamine. Other 
cytokines were also in vivo correlated with dengue disease.  
Among pro-inflammatory cytokines identified in vivo and in 
vitro, in infected cells or in DHF patients, are TNF-α, IFN-γ, IFN-β, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-α and hCF. Other mediators of the 
inflammatory response were observed in patients with acute DENV 
infection, for example, the NOS2 enzyme. The cytokines play a 
mutually synergistic role in endothelial surface, inducing plasma 
leakage and their elevated level results in dengue severity.  
This study has identified, through real time PCR technique, the 
differences among the kinetics of genes expression of the major 
inflammatory cytokines (TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6 and IL-12p40) and 
of the NOS2 enzyme released by RAW 264.7 murine macrophage 
lineage during DENV-1 and DENV-4 infection and during LPS stimuli.  
In the current study, were observed differences between the 
gene expression kinetics of these cytokines and enzyme when induced 
by DENV-1, DENV-4 and LPS. The INF-β and IL-6 genes had early 
expression. The TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6 and IL-12p40 genes had 
intermediate, intermediate-late and late expression. The NOS2 gene also 
had late expression. 
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1.1.  Histórico e origem da Dengue  
A Dengue tem como agente etiológico o Dengue virus (DENV), 
um arbovírus da família Flaviviridae, do gênero Flavivirus. O Dengue 
virus humano parece ter evoluído como um vírus de primatas não 
humanos (WANG et al., 2000). Os animais infectados com o Dengue 
virus ancestral possivelmente foram mantidos separados por longos 
períodos permitindo a evolução dos vírus cujas proteínas do envelope 
apresentavam diferenças, isso levou à diversificação do vírus e ao 
surgimento dos quatro diferentes sorotipos do DENV (HALSTEAD, 
2008). Evidências genéticas das cepas virais estudadas sugerem que os 
quatro tipos de vírus silváticos foram introduzidos no ciclo urbano nos 
últimos mil anos (WANG et al., 2000). 
Existem relatos antigos da doença em vários locais do mundo. Na 
China, por exemplo, existem relatos de doença febril causada por água 
envenenada em 992 (GUBLER &  KUNO, 1997). O vírus da dengue 
pode ter sido levado para o Novo Mundo em 1600 através da intensa 
comercialização de escravos africanos (HALSTEAD, 2008). Em 1780, 
na Filadélfia, nos Estados Unidos, Benjamin Rush observou os pacientes 
acometidos por uma doença febril e realizou a primeira descrição do 
quadro clínico da dengue (HALSTEAD, 2008).  
O termo “febre quebra-ossos” (do espanhol “quebranta huesos” e 
do inglês, “breakbone fever”), usado para designar a doença, estava em 
uso na Espanha por volta de 1780 (RIGAU-PEREZ, 1998). As febres 
que duravam entre cinco e sete dias que acometeram os colonizadores 
europeus na Ásia tropical, durante o mesmo período, também foram 
supostamente causadas pelo vírus da dengue (CAREY, 1971). Um surto 
febril que ocorreu na costa da Arábia e no Egito, nos anos 1870 e 1873, 
levou à descoberta de que a palavra do dialeto Suaíli, idioma banto, uma 
das línguas oficiais do Quênia, para a doença era “ki-dinga pepo” 
(CHRISTIE, 1872 apud HALSTEAD, 2008). O termo “ki-dinga pepo” 
foi traduzido como tremor súbito de câimbra causado por espírito do 
mal. Além disso, num surto febril anterior em 1823, no leste da África, o 
termo “dinga” ou “dyenga” foi utilizado para se referir à doença 
(CHRISTIE, 1872 apud HALSTEAD, 2008).  
 A palavra “dengue” foi também utilizada para se referir à 
doença que acometeu os integrantes da Corte Espanhola em 1800 
(RIGAU-PEREZ, 1998). Este uso pode ter sido proveniente da África, 
2 
 
pois a Espanha mantinha fortes relações de comércio e exploração com 
o continente africano, de onde se origina o principal vetor da doença, o 
Stegomyia aegypti. A doença parece ter migrado da África para o Caribe 
em 1827 até chegar a Cuba, através da comercialização de escravos 
africanos. Em Cuba, a palavra espanhola dengue foi utilizada para se 
referir à doença, e nas Índias Ocidentais Britânicas, a palavra dandy. 
Esses termos indicam o estado fastidioso, apático e doloroso dos 
pacientes acometidos por esta enfermidade (CHRISTIE, 1872 apud 
HALSTEAD, 2008).  
Durante a Segunda Guerra Mundial foram realizados o 
isolamento e a caracterização do DENV (HALSTEAD, 1992; GUBLER 
&  KUNO, 1997). O vírus foi isolado pela primeira vez a partir de soro 
humano em 1950, através de passagens seriadas em cérebro de 
camundongos neonatos, com o objetivo de criar uma vacina atenuada 
contra o DENV (SABIN &  SCHLESINGER, 1945). A falha das cepas 
em promover a proteção cruzada em voluntários humanos levou à 
determinação dos tipos 1 (DENV-1) e 2 (DENV-2) do Dengue virus 
(SABIN, 1950). Outros sorotipos do DENV foram isolados durante uma 
epidemia de dengue hemorrágica na Tailândia e Filipinas e designados 
dengue tipos 3 (DENV-3) e 4 (DENV-4), respectivamente (HAMMON 
et al., 1960).  
Os relatos mais antigos de casos de dengue no Brasil são do 
século 19. Em 1917, Mariano (MARIANO, 1917 apud FIGUEIREDO, 
2003) reportou uma epidemia que ocorria no Rio de Janeiro em 1846. A 
doença ficou conhecida como polka por causa da dança de mesmo 
nome, uma vez que, as contrações musculares da Dengue, causadas por 
mialgia e artralgia se pareciam com o ritmo da dança. Os surtos de 
dengue parecem ter ocorrido também nas regiões nordeste e sul do 
Brasil durante o século 19 (FIGUEIREDO, 2003). Reis, em 1896 (REIS, 
1896 apud FIGUEIREDO, 2003), descreveu o quadro clínico dos 
pacientes acometidos pela dengue durante um surto em Curitiba. Em 
1917, Mariano (MARIANO, 1917 apud FIGUEIREDO, 2003) relatou 
um surto de dengue no Rio Grande do Sul. Em 1923, Pedro (PEDRO, 
1923 apud FIGUEIREDO, 2003) descreveu as manifestações clínicas da 
doença, de acordo com os dados sobre a epidemia de 1922 a 1923, na 
cidade do Rio de Janeiro. O primeiro surto no sudeste do país começou 




1.2.  Epidemiologia da dengue no Brasil e no mundo 
A dengue é uma patologia febril que pode se agravar e levar a 
quadros hemorrágicos, podendo levar ao óbito. Nos últimos 50 anos, a 
incidência da doença aumentou 30 vezes com o aumento da sua 
expansão geográfica (Figura 1) (WHO, 2009). Estima-se que 2,5 bilhões 
de pessoas vivem em mais de 100 países endêmicos, onde a dengue 
pode ser transmitida (WHO, 2009). Mais de 50 milhões de infecções 
ocorrem anualmente, sendo 500.000 casos de dengue hemorrágica com 
22.000 mortes, principalmente entre crianças (WHO, 2009). Entre 2000 
e 2007, ocorreram 925.896 casos da doença no mundo (WHO, 2009).  
Entre 2001 e 2007, mais de 30 países da América notificaram 
um total de 4.332.731 casos de dengue. O número de casos de dengue 
hemorrágica (DHF) no mesmo período foi de 106.037. O número total 
de mortes por dengue neste mesmo período foi de 1.299, com uma taxa 
de fatalidade de casos por dengue hemorrágica de 1,2%. Ainda neste 
mesmo período, 64,6% de todos os casos de dengue (2.798.601 casos) 
ocorridos nas Américas foram notificados na sub-região do cone sul, 
formada por Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai.  Destes casos, 
6.733 foram de dengue hemorrágica com um total de 500 mortes. 
Aproximadamente 98,5% destes casos foram notificados pelo Brasil, 
que também reporta as maiores taxas de casos fatais em relação ao 
outros países do cone sul (WHO, 2009). 
A Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde 
(SVS/MS) registrou em 2008, no Brasil, 120.570 casos notificados de 
dengue, sendo 647 casos confirmados de dengue hemorrágica, dos 
quais, 48 foram a óbito. De acordo com os dados presentes no Programa 
de Controle da Dengue da Diretoria de Vigilância Epidemiológica e de 
Gerência de Vigilância de Zoonoses (SES/DIVE/GEZOO/SC, 2011), 
em Santa Catarina, em 2011 ocorreram 769 casos suspeitos de dengue, 
dos quais 130 casos foram confirmados. No mesmo estado, em 2011 
foram encontrados 679 focos do mosquito S. aegypti, dos quais 557 
eram focos em imóveis (SES/DIVE/GEZOO/SC, 2011). Até fevereiro 
de 2012, haviam ocorrido 52 casos suspeitos de dengue, dos quais 8 
foram confirmados, sendo esses casos todos provenientes de outros 





Figura 1. Países endêmicos e áreas de risco de transmissão da dengue 
em 2008. 
Fonte: WHO, 2009. 
 
1.3.  Ciclo de transmissão da doença 
A infecção com o vírus da dengue é transmitida através da picada 
de um mosquito Stegomyia spp. fêmea infectada, uma vez que o vírus 
está presente em sua saliva (GUBLER, 1998). O S. aegypti é um 
mosquito de tamanho reduzido que apresenta cor branca no dorso e tem 
tropismo por recipientes de água artificiais comumente encontrados em 
áreas urbanas das regiões tropicais onde deposita seus ovos (GUBLER, 
1998). No Brasil, o vírus é encontrado em quase todas as cidades onde 
existe o seu principal vetor, a fêmea do mosquito S. aegypti. Com 
relação ao nome da espécie do mosquito transmissor, o nome anterior 
era Aedes aegypti que mudou para Aedes (Stegomyia) aegypti e, 
finalmente se tornou Stegomyia aegypti na nova classificação 
(REINERT &  HARBACH, 2005). Outros mosquitos do gênero 
Stegomyia, como Stegomyia albopicta e Aedes (Stegomyia) africanus, 
têm sido relacionados como transmissores secundários na Ásia e na 
África, respectivamente, de acordo com o centro de controle e 
prevenção de doenças dos Estados Unidos, Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC, sigla em inglês), 1991. 
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 Recipientes encontrados dentro e ao redor da casa, como caixas 
de água, vasos de flores, pneus velhos, baldes e outros objetos que 
acumulam a água da chuva são exemplos de locais preferidos para a 
deposição de ovos e crescimento de larvas. Os mosquitos adultos são 
raramente notados, uma vez que preferem permanecer em locais 
fechados e cobertos e se alimentar de sangue humano durante a luz do 
dia de modo geralmente discreto e indetectável (GUBLER, 1998). O 
hospedeiro humano apresenta viremia após um período de incubação de 
3 a 14 dias, concomitante ao inicio do período febril (GUBLER, 1998; 
FIELDS et al., 2007). 
Se uma fêmea do mosquito não estiver infectada e picar uma 
pessoa doente durante a fase de viremia, ela pode se infectar. 
Consequentemente ela pode transmitir o vírus para outras pessoas não-
infectadas após um período de incubação extrínseco do vírus, isto é, 
incubação do vírus fora de um corpo humano. Esse período de 
incubação no corpo do mosquito dura de 7 a 12 dias após a infecção 
(WATTS et al., 1987). O período de incubação é necessário para que 
ocorra a replicação, disseminação viral na hemocele e disseminação 
viral por todos os tecidos do mosquito, até chegar às glândulas salivares, 
a partir das quais o DENV pode ser transmitido para o hospedeiro 
humano. O mosquito permanece infectado e assintomático durante toda 
sua vida, sendo capaz de transmitir o vírus da dengue para diversas 
pessoas, devido à sua capacidade de se alimentar do sangue de vários 
indivíduos em sequência (GUBLER, 1998). Existe ainda outro tipo 
importante de transmissão viral entre os mosquitos do gênero Aedes, é a 
transmissão transovariana (JOSHI et al., 2002). Neste tipo de 
transmissão, o vírus da dengue é transmitido diretamente para a prole, 
portanto, o homem não é indispensável para manter o ciclo.  
 
1.4. Manifestações clínicas 
A febre clássica da dengue desencadeia dentre os sintomas 
principais febre alta, cefaléia, mialgia, exantema e intensas dores retro-
orbitais (GUZMAN et al., 2010).  No início da doença a pele é coberta 
com petéquias que aparecem na fase “crítica”, e, à medida que o 
paciente convalesce, são observadas erupções maculares. A fase crítica 
ocorre em torno de 3 a 7 dias e está associada com um aumento da 
propensão ao extravasamento do plasma e hemorragia. A DHF, por sua 
vez, é caracterizada por quadros de trombocitopenia, plaquetopenia, 
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hemoconcentração e outros indícios de extravasamento do plasma 
(GUZMAN et al., 2010). A fadiga incapacitante e depressão podem 
complicar a recuperação (SEET et al., 2007).  
Em alguns indivíduos, a permeabilidade capilar se manifesta 
como um aumento de hematócrito (que é a percentagem ocupada pelos 
glóbulos vermelhos ou hemácias no volume total de sangue), derrame 
pleural ou ascite (retenção de líquido no abdômen) (WHO, 2009). Este é 
o estágio no qual surgem as complicações clínicas que ameaçam a vida, 
como a síndrome do choque por dengue (DSS) (GUZMAN et al., 2010). 
Características atípicas da dengue estão sendo mais 
frequentemente reportadas, mas ainda são subestimadas (GULATI &  
MAHESHWARI, 2007). Essas incluem encefalite, miocardite, hepatite, 
pancreatite, retinite e a síndrome do desconforto respiratório agudo 
(ARDS, do inglês Acute Respiratory Distress Syndrome) (SEN et al., 
1999; WANG et al., 2007; CHIEN et al., 2008). Estas condições 
atípicas parecem refletir a patologia em diferentes superfícies endoteliais 
(GULATI &  MAHESHWARI, 2007). O reconhecimento dos sinais de 
alerta que podem indicar a progressão da doença para um quadro grave é 
essencial para o sucesso do tratamento do caso. Estes sinais incluem dor 
abdominal, hepatomegalia, evidência de retenção de líquido e aumento 
de hematócrito (ou queda na dosagem do hematócrito que possa indicar 
uma possível hemorragia) (WHO, 2009).  
Nos quadros clínicos mais brandos, não é necessária a internação 
hospitalar, entretanto devido às fortes dores musculares, e à fadiga 
incapacitante o indivíduo torna-se incapaz de desempenhar suas 
atividades diárias. Portanto, a doença poderia prejudicar as atividades 
econômicas. Nos casos mais graves, a DHF leva à DSS, que pode levar 






O diagnóstico para confirmar as infecções por DENV pode ser 
feito por isolamento viral a partir do sangue de pacientes até 5 dias após 
o início da febre. A transcrição reversa seguida de uma reação em cadeia 
da polimerase (RT-PCR) utilizando iniciadores específicos para cada 
sorotipo e a análise do fragmento amplificado em gel de agarose 
(DEUBEL et al., 1990) é uma técnica que tem sido utilizada para o 
diagnóstico rápido de infecções pelo vírus da dengue (LANCIOTTI et 
al., 1992). A técnica RT-PCR em tempo real é utilizada para o 
diagnóstico da infecção por DENV (SHU et al., 2003; CHIEN et al., 
2006; GOMES-RUIZ et al., 2006). Além disso, as seguintes linhagens 
celulares de mosquitos, Stegomyia albopicta (C6/36), Toxorhynchites 
amboinensis (TRA-284) e Aedes (Stegomyia) pseudoscutellaris (AP-61) 
são bastante utilizadas para o isolamento viral (KUNO et al., 1985). 
Após o isolamento, os vírus podem ser identificados e sorotipados, 
através de ensaios de imunofluorescência com anticorpos monoclonais 
específicos para cada sorotipo.  
O diagnóstico sorológico é normalmente feito por detecção de 
IgM específica por ensaio imunoenzimático de captura (MAC-ELISA) 
(NAWA et al., 2001). A IgM aparece logo depois que a febre termina, 
por volta do quinto dia após a infecção e os níveis dessa imunoglobulina 
começam a diminuir de 30 a 60 dias após o início da infecção 
(GUZMAN &  KOURI, 1996). Os métodos sorológicos clássicos podem 
também ser utilizados dependendo do aumento da titulação de 
anticorpos detectados por inibição da hemaglutinina (HAI, do inglês 
hemagglutination inhibition assay) (VAUGHN et al., 1999), fixação de 
complemento (CFA, do inglês complement fixation assay), ou 
neutralização (NTA, do inglês neutralization assay) (GUZMÁN &  
KOURÍ, 2004). Devido à associação entre as infecções secundárias com 
diferentes sorotipos e DHF/DSS, é importante distinguir o sorotipo 
presente numa infecção primária e o sorotipo de uma infecção 
secundária. Para diferenciar os sorotipos de uma infecção primária e de 
uma infecção secundária utiliza-se principalmente a técnica HAI 
(VAUGHN et al., 1999). 
De acordo com o Guia de Vigilância Epidemiológica da Dengue 
da Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde (SVS/MS, 
2009), no Brasil os principais métodos diagnósticos utilizados são a 
detecção de IgM específica por MAC-ELISA, a detecção de IgG por 
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IgG-ELISA, o isolamento viral e a detecção de antígeno NS1 por 
ELISA. A RT-PCR em tempo real, apesar de não ser uma técnica 
diagnóstica de rotina, é utilizada quando as demais técnicas de rotina 
forem insuficientes para a definição diagnóstica. 
 
1.6.  Características genômicas e estruturais do Dengue 
vírus  
O DENV é um vírus envelopado que tem o genoma de RNA fita 
simples, senso positivo com aproximadamente 11 kb que forma uma 
única janela aberta de leitura (ORF, do inglês open reading frame) 
ininterrupta de 10.173 nucleotídeos que é traduzida num precursor de 
uma poliproteína de 3.391 aminoácidos, com aproximadamente 370 kDa 
(NATARAJAN, 2010). Nas extremidades 5’ e 3’ do genoma encontram-
se regiões não-traduzidas de 96 e 454 nucleotídeos, respectivamente, 
que são importantes para o controle da replicação do RNA viral 
(CLYDE et al., 2006). Os vírions são partículas esféricas de 40 a 50 nm 
de diâmetro e têm envelope lipídico derivado das membranas das células 
hospedeiras. A poliproteína é clivada durante e após a tradução pelas 
proteases celulares do hospedeiro e pela protease viral NS3 e forma as 
três seguintes proteínas estruturais: C (proteína C nucleocapsídica, 
constitui o capsídeo viral, com 12-14 kDa), prM ou M (proteína 
precursora da proteína de membrana, com 8 kDa) e a glicoproteína E 
(proteína homodimérica do envelope viral, com 51-49 kDa), além de 
sete proteínas não- estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e 
NS5) envolvidas no processo de replicação e maturação viral 
(HENCHAL &  PUTNAK, 1990; KAUTNER et al., 1997). 
A ordem das proteínas precursoras traduzidas a partir da única 
janela aberta de leitura é: C-prM-E-NS1-NS2-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-
NS4B-NS5 (Figura 2). O envelope viral consiste de uma bicamada 
lipídica ao redor do capsídeo que contém 10,7 kb da fita senso positivo 
do genoma de RNA (LINDENBACH &  RICE, 2003). Como 
mencionado anteriormente, a poliproteína é clivada co- e pós-
traducionalmente, sendo que uma peptidase sinal do hospedeiro realiza 
as clivagens entre C/prM, prM/E, E/NS1, e próxima da região 
carboxiterminal da NS4A. A serina protease, codificada pelo próprio 
vírus realiza as clivagens entre NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, 




Figura 2. Estrutura do genoma do vírus da dengue. 
Fonte: GUZMAN et al., 2010.  
 
O genoma viral do DENV é encapsulado pela proteína C do 
nucleocapsídeo, formando uma estrutura icosaédrica (ZHANG et al., 
2003) (Figura 3). 
 
Figura 3. Organização estrutural do DENV. Foi feito um corte longitudinal do 
vírion que demonstra o formato icosaédrico do nucleocapsídeo. Nesta 
visualização de microscopia eletrônica de criofratura, quanto mais escura a 
estrutura, maior a sua densidade. 
Fonte: Zhang et al., 2003. 
 
A glicoproteína E do envelope do DENV interage com receptores de 
superfície da célula, estando relacionada com a fusão, em pH ácido, com a 
membrana do endossomo da célula hospedeira. Dessa forma tem caráter 
antigênico e é responsável pela neutralização de anticorpos (LINDENBACH &  
RICE, 2003). 
 A glicoproteína E consiste de um dímero, em que cada monômero é 
composto por três domínios folhas β: um domínio central (I), um domínio de 
fusão/dimerização (domínio II) e um domínio envolvido na ligação com o 
receptor da célula hospedeira (domínio III) (WHITEHEAD et al., 2007). O 
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arranjo do ectodomínio na partícula viral madura está na forma de três dímeros 
paralelos (Figura 4). 
  
Figura 4. Estrutura do ectodomínio da proteína de envelope na partícula 
madura do vírus da dengue. O ectodomínio é formado por 3 dímeros paralelos. 
O peptídeo de fusão é mostrado na cor verde. Os domínios I, II e III da proteína 
E estão representados nas cores vermelho, amarelo e azul, respectivamente. 
Fonte: WHITEHEAD et al., 2007. 
 
1.7.  Replicação viral 
O Dengue virus tem tropismo por células do sistema 
mononuclear fagocitário, macrófagos, monócitos e linfócitos B (LIN et 
al., 2002), nas quais se replica, ocorrendo ainda infecção de mastócitos, 
células dendríticas e células endoteliais (AVIRUTNAN et al., 1998; 
HUANG et al., 2000; MALAVIGE et al., 2004; JAIYEN et al., 2009; 
BROWN et al., 2011; ROTHMAN, 2011). A entrada viral ocorre por 
endocitose, com a fusão das membranas lipídicas do envelope viral com 
as membranas lipídicas do hospedeiro (BRESSANELLI et al., 2004; 
MODIS et al., 2004). O capsídeo entra no citoplasma da célula, em 
seguida, ocorre acidificação do endossomo e a liberação do genoma 
viral de RNA no citoplasma da célula hospedeira (MUKHOPADHYAY 
et al., 2005).  
Primeiramente, ocorre a tradução e o processamento das 
proteínas virais não-estruturais, que, por sua vez, auxiliam o processo de 
transcrição. Assim, o RNA senso positivo é transcrito, a partir da 
Glicoproteína do Envelope 
Domínio I – Estrutura Central 
Domínio II – Dimerização 
Domínio III – Ligação ao receptor 
Peptídeo de fusão 
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extremidade 3’, numa fita de RNA senso negativo, ou seja, numa de fita 
RNA mensageiro (mRNA), que é em seguida, transcrita de volta numa 
fita senso positivo, através da enzima RNA polimerase RNA-
dependente do vírus (do inglês, RNA-dependent RNA polymerase 
(RdRp)) (BARTHOLOMEUSZ &  THOMPSON, 1999; YOU et al., 
2001; NOMAGUCHI et al., 2003). As fitas resultantes de RNAs senso 
positivo formam os RNAs da progênie.  
A montagem do virion acontece na superfície do retículo 
endoplasmático (RE), em associação com suas membranas, em seguida, 
o RNA recém-sintetizado e os nucleocapsídeos montados brotam dentro 
do lúmen do RE e as partículas virais são liberadas por exocitose 
(FIELDS et al., 2007) (Figura 5). As partículas virais imaturas são 
transportadas através da rede trans-Golgi, onde elas são maturadas e 
convertidas na forma infecciosa (MUKHOPADHYAY et al., 2005). Os 
vírus maduros são então liberados da célula e podem infectar outras 
células. 
Assim como todos os vírus de genoma RNA, os DENVs 
apresentam altas taxas de mutações, uma vez que, não possuem 
mecanismos de reparo de erros de replicação (proofreading) realizados 
pela RNA polimerase viral (HOLLAND et al., 1982). Esta alta taxa de 
mutação do DENV seria o fator determinante da alta variabilidade 
genética observada neste vírus, porém, outros estudos mais recentes 
mostraram que a recombinação gênica também seria responsável pela 




Figura 5. Esquema do ciclo de vida do vírus da 
dengue no citoplasma. 
Fonte: Adaptado de FIELDS et al., 2007. 
 
1.8.  A resposta imune humoral e a ADE 
O vírus da dengue é classificado em quatro diferentes sorotipos 
(DENV 1, 2, 3 e 4) (LINDENBACH &  RICE, 2003). Um sorotipo pode 
ser mais comum em um determinado território, por exemplo, os 
sorotipos prevalentes na Ásia são diferentes daqueles na América 
(HALSTEAD, 2006). A infecção por um dos sorotipos do vírus da 
dengue confere imunidade somente para aquele sorotipo específico. 
Portanto, os indivíduos podem desenvolver a doença toda vez que forem 
infectados por sorotipos diferentes.  
Anticorpos resultantes de uma infecção primária por um sorotipo 
viral podem promover uma reação cruzada e podem não neutralizar um 
sorotipo viral diferente numa infecção secundária, dessa forma, esses 
anticorpos se ligam ao vírus aumentando o potencial do vírus em 
infectar as células que possuem receptores para a região Fc destes 
anticorpos, como monócitos, macrófagos e células dendríticas. Esses 
anticorpos são chamados de anticorpos não-neutralizantes (HALSTEAD 
et al., 2010).  
Algumas evidências sugerem que células infectadas através da 
ADE são imunologicamente moduladas de modo que o ambiente 
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intracelular se torna mais permissivo à replicação viral. Células da 
linhagem monócito-macrófago parecem ser os sítios de replicação do 
DENV mais comuns sob as condições da ADE (HALSTEAD et al., 
2010). O conceito da ADE foi inicialmente proposto em 1977 
(HALSTEAD &  OROURKE, 1977). A ADE foi suportada pelos dados 
epidemiológicos de Cuba de 1981 e de 1997, os quais demonstraram 
que a DHF foi mais frequentemente observada nos pacientes que 
possuíam evidências de infecção prévia por outro sorotipo do DENV 
(GUZMAN et al., 1999). Uma pesquisa que confirma a ADE 
demonstrou que anticorpos contra a proteína estrutural precursora de 
membrana (prM) do DENV, componentes da resposta humoral contra a 
infecção, são altamente reativos com outros sorotipos do DENV, 
levando a reações cruzadas (DEJNIRATTISAI et al., 2010). 
Estudos in vitro indicam que mesmo quando anticorpos anti-prM 
estão em altas concentrações, são não-neutralizantes, mas medeiam 
fortemente a ADE nos receptores Fc das células que os possuem 
(DEJNIRATTISAI et al., 2010; RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). 
A replicação viral dependente de anticorpos potencializadores da 
infecção ocorre quando esses anticorpos não-neutralizantes heterotípicos 
já presentes no hospedeiro, decorrentes de uma infecção primária com o 
DENV, se ligam a uma partícula infecciosa viral durante uma infecção 
heterotípica subsequente e não são capazes de neutralizar o vírus. Ao 
invés disso, o complexo anticorpo-vírus se liga pela região Fc do 
anticorpo aos receptores Fcγ (FcγR) presentes em monócitos circulantes, 
facilitando, portanto, a infecção de células que possuem este tipo de 
receptor no corpo ainda não infectado na ausência de anticorpo (Figura 
6). O resultado geral é um aumento na replicação viral geral, levando a 
um quadro clínico mais grave da doença (WHITEHEAD et al., 2007). 
A base proposta para a ADE mediada por prM é que em uma 
proporção de partículas virais, a prM é parcialmente clivada da 
superfície viral apenas durante o processo de maturação viral. Portanto, 
as partículas virais imaturas que seriam pouco infecciosas ou não-
infecciosas, se tornam infecciosas num ambiente onde os anticorpos 
anti-prM podem mediar a ADE (DEJNIRATTISAI et al., 2010). 
Devido à ADE torna-se difícil desenvolver vacinas com 
anticorpos que sejam efetivamente neutralizantes e que não 




Figura 6. Esquema da amplificação da infecção através dos anticorpos 
potencializadores (ADE). 
Fonte: Adaptado de WHITEHEAD et al., 2007. 
 
1.9.  A resposta imune celular contra o DENV 
As células dendríticas são as primeiras células imunes presentes e 
ativadas nos períodos iniciais da infecção. Outros tipos celulares 
também entram em contato com o vírus e quando ativados liberam 
citocinas com o objetivo de combater a infecção (NOISAKRAN &  
PERNG, 2008; NOISAKRAN et al., 2010) (Figura 7). As respostas 
imunes celulares têm um papel muito importante na eliminação da 
infecção viral e na indução do agravamento do quadro clínico da 
doença. Os linfócitos T de memória ativados reconhecem ambos os 
epítopos conservados ou alterados dos peptídeos presentes na superfície 
de células infectadas e relacionados ao extravasamento do plasma 
(ROTHMAN &  ENNIS, 1999). Além disso, a expressão desses 
epítopos virais na superfície de células infectadas induz a proliferação 
de linfócitos T de memória e a produção de citocinas pró-inflamatórias 
que têm um efeito indireto nas células endoteliais levando ao 
extravasamento do plasma. A potencialização da infecção e o 
agravamento da doença estão relacionados ao nível de resposta dos 
linfócitos T (ZIVNA et al., 2002; MONGKOLSAPAYA et al., 2003).  
Os linfócitos T de pacientes com DHF/DSS na fase aguda 
apresentaram perfil altamente ativado e apoptótico 
(MONGKOLSAPAYA et al., 2003). Linfócitos T CD4
+
 e T CD8
+ 
específicos para o DENV, após interação com células apresentadoras de 
antígenos infectadas, produzem altos níveis de IFN-γ, TNF-α e TNF-β, 
além de quimiocinas (GAGNON et al., 1999). 
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As células T na infecção grave por DENV têm uma afinidade 
reduzida pelo sorotipo infectante, mas uma alta afinidade por um 
sorotipo diferente de uma infecção anterior (MONGKOLSAPAYA et 
al., 2003). As respostas de células T em pacientes com quadro grave da 
doença envolvem principalmente a produção de IFN-γ e/ou TNF-α e 
raramente a produção de CD107a, um marcador de degranulação 
citotóxica, também conhecido como LAMP1. Em pacientes com dengue 
branda, muitas células T CD8
+
 expressam CD107a e poucas expressam 
apenas IFN-γ e/ou TNF-α (DUANGCHINDA et al., 2010). Isso retarda 
a limpeza viral, e através da via das citocinas e os efeitos decorrentes, 
aumenta potencialmente o risco de manifestação grave da doença. 
Outros autores demonstraram que as células T são funcionais, que se 
expandem na infecção aguda por DENV e que podem ter um papel na 
supressão da produção de citocinas vasoativas (LUHN et al., 2007). 
As células NK que expressam precocemente marcadores de 
ativação, citotoxicidade e moléculas de adesão em pacientes com DF 




Figura 7. Entrada do vírus nos vasos sanguíneos através da picada do 
mosquito. Células dendríticas, macrófagos e linfócitos são recrutados para o 
sítio da infecção a fim de combatê-la. 
Fonte: Adaptado de NOISAKRAN & PERNG, 2008. 
 
Outros tipos celulares infectados também são ativados e 
produzem citocinas. A infecção de células dendríticas de origem 
mielóide pelo DENV induz a produção de TNF-α e IFN-α por estas 
células. O DENV, na presença de IFN-γ, induz as células dendríticas de 
16 
 
origem mielóide a secretarem IL-12p70, mas não induz a secreção de 
IL-10 (LIBRATY et al., 2001). Outras pesquisas mostraram que células 
dendríticas periféricas produzem 10 vezes mais TNF-α e IFN-α do que 
as células dendríticas mielóides (SUN et al., 2009). Essa diferença se 
deve às diferenças nas características dessas células. Sabe-se que as 
células dendríticas periféricas são capazes de produzir IFN tipo I 100 a 
1000 vezes mais do que os outros tipos celulares do sangue (SIEGAL et 
al., 1999).  
Outros autores sugerem que os mastócitos representam uma 
importante fonte de TNF, promovendo perturbações endoteliais seguida 
de uma potencialização da infecção por DENV através da ADE 
(BROWN et al., 2011). Além disso, foi observado que mastócitos 
infectados com o DENV produzem também quimiocinas como 
RANTES (ou CCL5), MIP-1α, MIP-1β, que atraem células T (KING et 
al., 2002). Outros achados demonstraram que células endoteliais 
infectadas com o DENV secretam grandes quantidades de IL-8, 
RANTES (AVIRUTNAN et al., 1998) e IL-6, mas não IL-1β (HUANG 
et al., 2000). 
 
1.10. Citocinas envolvidas na Dengue 
A ativação das células de memória por uma re-infecção por 
sorotipo viral diferente e a grande carga viral induz a expressão de uma 
cascata de ativação celular e liberação de citocinas e outras moléculas 
inflamatórias de linfócitos T inatos e ativados (PANG et al., 2007). A 
formação de imunocomplexos durante a interação com as células 
apresentadoras de antígenos (APCs) (monócitos, macrófagos e células 
dendríticas) infectadas levaria à ativação de linfócitos T em larga escala. 
Como foi visto, o imunocomplexo vírus-anticorpo não-neutralizante se 
liga ao receptor Fc (FcγR) para IgG na superfície dos monócitos, 
facilitando a entrada do DENV na célula, levando à ativação exacerbada 
de linfócitos T CD4
+
 e T CD8
+
 (KURANE &  ENNIS, 1994; LIBRATY 
et al., 2002).  
Atualmente, as células T regulatórias TCD4
+
 CD25 (high) 
FoxP3
+
 (Treg) têm sido estudadas em casos clínicos de gravidades 
diferentes. Os resultados sugerem que pacientes com doença leve teriam 
maiores taxas de células T regulatórias, quando comparados com os 
casos graves. Assim, as células Treg seriam capazes de promover a 
redução da produção de citocinas vasoativas estimuladas por infecção 
aguda pelo vírus da dengue (LUHN et al., 2007).  
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Níveis altos de diferentes citocinas foram observados na infecção 
por DENV (BASU &  CHATURVEDI, 2008). As citocinas 
desempenham um papel sinérgico na superfície endotelial, contribuindo 
para o extravasamento do plasma (ANDERSON et al., 1997). Sabe-se 
que após a infecção pelo DENV in vitro, os macrófagos, após o 
reconhecimento do vírus, liberam TNF-α, IFN-α, IL-1 e IL-6 fator 
ativador de plaquetas e histaminas (CHATURVEDI et al., 2006). Os 
linfócitos T CD4
+
 ativados passam a produzir altos níveis de IFN-γ, IL-
2, IL-6 e TNF-α que podem induzir o extravasamento de plasma por 
múltiplos efeitos sobre o endotélio vascular, com envolvimento do 
sistema complemento, bem como pela ativação de monócitos, linfócitos 
e plaquetas (MCBRIDE &  BIELEFELDT-OHMANN, 2000; 
MANGADA et al., 2002; MONGKOLSAPAYA et al., 2006). 
Dentre as citocinas pró-inflamatórias encontradas em altos níveis 
in vivo e in vitro em células infectadas com o DENV ou no soro de 
pacientes com DF/DHF, destaca-se o TNF-α, que promove o aumento 
da permeabilidade vascular e pode estar relacionado com a evolução da 
doença para o quadro hemorrágico e o choque hipovolêmico 
(VITARANA et al., 1991; KUNO &  BAILEY, 1994; KUBELKA et 
al., 1995; ANDERSON et al., 1997; PINTO et al., 1999; BRAGA et al., 
2001; NGUYEN et al., 2004; CHAKRAVARTI &  KUMARIA, 2006).  
Outros autores detectaram também, além de TNF-α, altas 
concentrações de IFN-γ e IL-10 em soro de pacientes com DF e DHF 
em Cuba, Vietnã, e Índia (PEREZ et al., 2004; HUNG et al., 2005; 
CHAKRAVARTI &  KUMARIA, 2006). Outros estudos demonstraram 
que o IFN-γ potencializa a ativação das células dendríticas infectadas 
pelo DENV (LIBRATY et al., 2001). Os níveis altos de IL-10 estão 
associados à redução dos níveis de plaquetas, redução da função 
plaquetária e desenvolvimento das complicações hemorrágicas 
(LIBRATY et al., 2002). Além disso, outros resultados mostraram que a 
IL-10 possui papel imunomodulador e pode ser capaz de inibir a função 
apresentadora de células dendríticas infectadas com o DENV (PALMER 
et al., 2005). 
Os níveis elevados de IL-6 foram observados em pacientes com 
DHF/DSS e podem estar relacionados com a ativação da via extrínseca 
de coagulação e com a gravidade do quadro hemorrágico da dengue 
(JUFFRIE et al., 2001; AVILA-AGUERO et al., 2004; NGUYEN et al., 
2004; CHEN et al., 2006).  
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O IFN-α é uma citocina que induz resistência aos vírus por ativar 
vias intracelulares não citolíticas que limitam a dispersão viral e 
atenuam a infecção (GRANDVAUX et al., 2002). Algumas pesquisas 
demonstraram que o IFN-α e o IFN-β podem proteger as células contra a 
infecção pelo DENV in vitro (DIAMOND et al., 2000). Foi também 
observado por outros autores que o IFN-α limita a replicação do vírus da 
dengue no sistema nervoso central de camundongos (SHRESTA et al., 
2004). Por outro lado, outros autores mostraram que o DENV inibe a 
ação do IFN-α e não do IFN-γ, através da redução da expressão do 
transdutor de sinal e ativador de transcrição 2 (STAT-2) (HO et al., 
2005; JONES et al., 2005). Além disso, sabe-se que a proteína não-
estrutural 4B do vírus, NS4B, inibe a expressão dos elementos de 
resposta ao estímulo pelo interferon (ISRE, do inglês, interferon 
stimulated response elements) e que a co-expressão de NS4A e NS4B 
aumenta essa inibição (MUNOZ-JORDAN et al., 2005).  
Outros mediadores da resposta inflamatória foram encontrados 
em pacientes com infecção aguda pelo DENV, como por exemplo, a 
enzima óxido nítrico sintase induzida (NOS2, do inglês, inducible nitric 
oxide synthase). Também foi demonstrado que o DENV-1 foi suscetível 
ao óxido nítrico produzido pelos monócitos humanos infectados 
(NEVES-SOUZA et al., 2005). Outros autores descreveram ainda, 
níveis reduzidos de óxido nítrico (NO) relacionados com o aumento dos 
níveis de IL-10 em pacientes com dengue grave (SIMMONS et al., 
2007). Esses resultados contribuem para um papel protetor do óxido 
nítrico, sendo esse mediador associado com quadros clínicos brandos de 
DF (VALERO et al., 2002). 
Em caso de infecção por DENV, as primeiras citocinas a terem os 
níveis aumentados são o fator citotóxico humano (hCF), IL-2, IL-6, 
IFN-γ e TNF-α, enquanto que os genes de citocinas expressados 
tardiamente são os da IL-4, IL-5 e IL-10. Os níveis de TNF-α, IL-2, IL-6 
e IFN-γ foram mais altos em casos de DHF se comparados com quadros 
clínicos de dengue clássica. Uma explicação para a associação dessas 
citocinas com a DHF diz respeito à mudança da resposta de tipo Th1 na 
dengue clássica para Th2 na DHF com aumento dos níveis de IL-10 e 
IL-4 (CHATURVEDI et al., 1999; CHATURVEDI et al., 2006).  
As respostas de expressão de IL-6 e IL-10 são do tipo Th2 
(Figura 8) (CHATURVEDI et al., 2000). A IL-12, por sua vez, tem um 
efeito profundo sobre a regulação positiva de células Th1 e de citocinas 
derivadas de uma resposta do tipo Th1 (Figura 8). Na ausência da IL-12 
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o equilíbrio é deslocado para uma resposta do tipo Th2. A IL-12 tem 
sido associada com a limpeza do vírus, recuperação do hospedeiro e 
proteção em um grande número de infecções virais (CHATURVEDI et 
al., 2000). Todas essas observações demonstram o importante papel das 
citocinas e mediadores químicos na exacerbação da cascata de citocinas 
inflamatórias na dengue (MCBRIDE &  BIELEFELDT-OHMANN, 
2000; STEPHENSON, 2005). 
 
 
Figura 8. Cascata de citocinas induzida pelo DENV. O DENV se replica no 
macrófago e é apresentado para recrutar células CD4
+
 que produzem hCF. hCF 
induz uma cascata de citocinas que pode levar a uma resposta do tipo Th1, 
causando uma doença mais branda, a DF, ou uma resposta do tipo Th2 
resultando em vários graus de severidade da doença, a DHF. Linha fina, 
indução positiva; linha interrompida, inibição; linha grossa, efeito danoso. 
Fonte: CHATURVEDI et al., 2000.  
 
Fatores genéticos individuais e de populações foram vistos com 
diferentes níveis de susceptibilidade às doenças. A expressão de genes 
inflamatórios incluindo IFN-γ e IL-12A foi demonstrada em crianças 
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com infecção grave por dengue, e, o perfil de receptores do tipo Toll (do 
inglês, “Toll-like receptors”) foi diferentemente ativado, ocorrendo um 
aumento da expressão de TLR7 e TL4R3, ambos incrementando a 
resposta anti-viral em associação com o extravasamento do plasma e 
hemorragias (DE KRUIF et al., 2008). 
O estudo das citocinas envolvidas no desenvolvimento do quadro 
clínico da dengue torna-se essencial para o entendimento dos 
mecanismos de ativação de macrófagos e linfócitos, e 
consequentemente, para o desenvolvimento de um mecanismo de 
bloqueio destas vias de mediadores químicos, que possa evitar a 
evolução da doença clássica para a DHF.  
Autores como  Hao e Baltimore (2009) e Tullai e 
colaboradores (2007), demonstraram a importância do estudo da 
expressão de grupos de genes envolvidos na resposta inflamatória em 
ordem temporal. Eles demonstraram ainda a classificação dos genes 
segundo a ordem temporal de expressão: genes de expressão precoce, 
intermediária e tardia (TULLAI et al., 2007; HAO &  BALTIMORE, 
2009). Esses estudos são essenciais para o entendimento da cinética de 
expressão dos genes e da sua relação com a ordem dos eventos 
inflamatórios decorrentes de uma infecção por algum tipo de patógeno 
ou estímulo por algum outro indutor. 
Os autores Hao e Baltimore (2009) sugeriram que a estabilidade 
do mRNA e o controle transcricional regulam a cinética de expressão de 
genes ativados por citocinas. Esses mesmos autores observaram que a 
maioria dos genes ativados por TNF em macrófagos murinos e em 
fibroblastos murinos (3T3) apresentou cinética de expressão semelhante. 
Além disso, observaram que a cinética de expressão desses mesmos 
genes, quando ativados por LPS, foi semelhante em macrófagos 
murinos. No caso do estímulo com TNF, eles observaram que os genes 
de expressão precoce relacionados à liberação de quimiocinas atrativas 
de neutrófilos e de fatores de transcrição apresentaram um pico em meia 
hora após o estímulo. Os genes de expressão intermediária relacionados 
à liberação de quimiocinas recrutadoras de monócitos e indutores da 
diferenciação de macrófagos apresentaram pico de expressão em 2 horas 
após o estímulo. Os genes de expressão tardia relacionados à liberação 
de fatores remodeladores de tecido, moléculas reparadoras de injúria e 
inativadores de quimiocinas apresentaram pico de expressão em 12 





Figura 9. Gráfico das diferenças de cinética de expressão dos genes que 
codificam mediadores inflamatórios. Em resposta ao TNF, fibroblastos e 
macrófagos transcrevem mRNAs que codificam proteínas que regulam a 
iniciação, propagação e resolução da inflamação. Estes transcritos estão em 3 
diferentes classes que diferem quanto á cinética de indução: aqueles de classe I 
(em vermelho) são expressados precocemente e desaparecem rapidamente; 
aqueles de classe II (em azul) são expressados intermediariamente e 
desaparecem lentamente; e aqueles de classe III (em roxo) são expressados 
tardiamente e persistem. 
Fonte: Adaptado de ANDERSON, 2009. 
A partir dos estudos de Hao e Baltimore (2009), foi elaborada a 
hipótese de que a expressão dos genes das citocinas envolvidas na 
resposta inflamatória contra o DENV tem o mesmo padrão de cinética 
de quando induzida por LPS. 
O presente trabalho visa estudar a dinâmica de expressão das 
principais citocinas inflamatórias liberadas na resposta de macrófagos 
murinos à infecção pelo DENV-1 e pelo DENV-4. O entendimento 
desta cinética torna-se um conhecimento importante, por exemplo, para 
a produção de fármacos que possam interferir na ativação dos genes 
destas citocinas, na liberação ou função destes mediadores químicos em 









2.1. Objetivos Gerais 
Este Trabalho de Conclusão de Curso teve como objetivo o 
estudo da cinética de expressão dos genes de citocinas inflamatórias 
envolvidas na resposta de macrófagos à infecção por Dengue virus. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
I. Infectar macrófagos murinos RAW 264.7 com o DENV-1, 
cepa BR/90 e DENV-4, cepa TVP360, em uma cinética de 
30 minutos; 2, 8, 24 e 48 horas.  
II. Avaliar a cinética de expressão dos genes das citocinas IFN-
β, IL-10, IL-6, TNF-α, IL-12p40 e da enzima NOS2  por 






















3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Cultivo celular 
As células RAW 264.7, linhagem celular de macrófagos 
leucêmicos murinos (ou em inglês, Mouse leukaemic monocyte 
macrophage cell line), foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 
cm
2
 (BD Biosciences, Bedford, MA, US) com 5 ml de meio DMEM 










, Carlsbad, CA, US) 1%, que contém os 
antibióticos Penicilina (10000 U/ml) e Estreptomicina (10000 µg/ml), 
HEPES 2,5% (CellPro, Inc., Bothell, WA, US), Piruvato de Sódio 1% 
(Sigma-Aldrich
®





, Carlsbad, CA, US). A garrafa de cultura foi mantida em 
estufa a 5% de CO2 do modelo Innova
®
 CO2 Incubators CO-170 (New 
Brunswick Scientific, Enfield, CT, US) a 37°C. O meio de cultura foi 
trocado a cada 3 dias. As células foram repicadas sempre que atingiram 
80-90% de confluência.  
O repique foi feito removendo-se o meio de cultura e lavando-se 
a garrafa com 1 ml de PBS 1X Gibco
®
 (NaCl 137 mM; 2,7 mM KCl 2,7 
mM; Na2HPO4 4,3 mM; KH2PO4 1,4 mM) (Life Technologies
TM
, 
Carlsbad, CA, US). Esse PBS foi ressupendido várias vezes para soltar o 
excesso de células aderidas ao fundo da garrafa. Em seguida, o PBS foi 
totalmente aspirado e descartado. Logo após, foram adicionados 5 ml de 
meio de cultura DMEM completo com 10% de SFB. 
 
3.2. Infecção de macrófagos murinos RAW 264.7 com 
DENV-1 e DENV-4 
Os vírus da dengue, sorotipo DENV-1, cepa BR/90 e DENV-4, 
cepa TVP360, foram cedidos pela Dra. Claudia Nunes Duarte dos 
Santos do Instituto Carlos Chagas (ICC/FIOCRUZ-PR) de Curitiba, 
Paraná.  
Antes da infecção de células RAW 264.7 com DENV-1-BR/90 e 
da estimulação com toxina bacteriana LPS (1 µg/ml) (lipopolissacarídeo 
de parede celular de bactérias Gram-negativas) foram feitas 2 soluções. 
A solução de vírus foi feita com 3 ml de DENV-1 cepa BR/90 com 
titulação de 7,5 x 10
5 
UFF/ml mais 5 ml de meio DMEM com SFB 1%, 
totalizando 8 ml de solução, suficiente para distribuir 500 µl/poço em 15 
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poços. Devido à pouca quantidade de alíquotas de DENV-1 disponíveis, 
a máxima Multiplicidade de Infecção (MOI, do inglês Multiplicity of 
Infection) que pôde ser utilizada, com 3 ml de vírus de titulação 7,5 x 
10
5 
UFF/ml, para a infecção com DENV-1 foi de 0,1. A solução de LPS 
foi feita com 800 µl de LPS (1 µg/ml) mais 15,2 ml de meio DMEM 
completo com SFB 10%, em tubo do tipo Falcon
TM
 de 50 ml (BD 
Biosciences, Bedford, MA, US), totalizando 16 ml de solução suficiente 
para  distribuir 1 ml/poço em 15 poços.  
As células RAW 264.7 foram removidas da garrafa de cultura 
com 1 ml de PBS 1X após a aspiração do meio de cultura. Em seguida 
foram colocadas em um tubo Falcon
TM
 de 15 ml (BD Biosciences, 
Bedford, MA, US), submetidas a uma centrifugação a 4°C por 8 
minutos a 1.400 rpm sem intervalo em centrífuga refrigerada modelo 
Centrifuge 5804R (Eppendorf, Hamburg, HH, DE) e ressuspendidas em 
3 ml de meio DMEM completo 10%. Em seguida, foi realizada a 
contagem de células por exclusão de viabilidade celular com o corante 




, Carlsbad, CA, US) (20 µl 
da amostra e 180 µl de azul de Trypan, numa diluição de 1:10) em 
câmara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-Königshofen, BW, DE). A 
concentração de células foi ajustada para 4 x 10
6
 células totais em uma 
solução com 2,45 ml de células mais 32,5 ml de meio DMEM completo 
10%, totalizando 35 ml suficientes para distribuir 1 ml/poço desta 
solução em 33 poços, de modo que em cada poço fossem adicionadas 
2,8 x 10
5
 células. Desta forma, em cada poço foram distribuídas 2,8 x 
10
5
 células e 1 ml/poço de solução de células com meio.   
As placas de cultura foram mantidas por 24 h em estufa a 5% de 
CO2 do modelo Innova
®
 CO2 Incubators CO-170 (New Brunswick 
Scientific, Enfield, CT, US) a 37°C. Após 24 h de aderência das células 
RAW 264.7 aos poços das placas, todos os poços foram lavados 1 vez 




, Carlsbad, CA, US) para 
remover as células em suspensão. Em seguida, os macrófagos foram 
infectados com DENV-1 cepa BR/90 de MOI igual a 0,1 ou estimulados 
com LPS (1 µg/ml). A distribuição das placas foi feita do modo como 
está apresentado na Figura 10.  
Em 5 placas de 6-poços (TPP, Trasadingen, SH, CH), as células 
de 3  poços foram infectadas por DENV-1 cepa BR/90, portanto, em 
triplicata, e receberam 500 µl/poço da solução de vírus. Nas mesmas 5 
placas, as células dos outros 3 poços foram estimuladas com LPS (1 
µg/ml) (Figura 9). Portanto, foi adicionado 1 ml/poço da solução de LPS 
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e essas células foram o controle positivo também em triplicata. Os 
controles positivos foram estimulados com LPS (1µg/ml), pois, sabe-se 
que ele induz a ativação dos macrófagos peritoneais estimulados em 
relação aos que não receberam estímulo (SASADA et al., 1983). Uma 
sexta placa teve 3 poços reservados para o controle negativo em 
triplicata, cujas células não receberam nenhum estímulo ou infecção 
(Figura 10).  
Para a extração de RNA dos macrófagos infectados com DENV-1 
e dos macrófagos estimulados com LPS (1 µg/ml) foram escolhidos 5 
pontos de tempo, horas pós-infecção (h.p.i.): 0,5 h.p.i.; 2 h.p.i.; 8 h.p.i.; 
24 h.p.i. e 48 h.p.i., que representam as cinco placas de tempos pós-
infecção diferentes. A extração de RNA de cada placa foi realizada após 
o tempo pós-infecção determinado para cada placa. Duas horas após a 
infecção, os macrófagos presentes na placa do controle negativo foram 
submetidos à extração de RNA. 
 Duas horas após a infecção, foi acrescentado mais 1 ml de meio 
DMEM completo, contendo 10% de SFB, por poço em todos os poços 
das placas de 8, 24, 48 h.p.i e dos controles negativos, para garantir mais 
nutrientes aos macrófagos durante os tempos de espera após a infecção e 
estímulo até as extrações de RNA. Esse volume de meio DMEM 
completo 10% não pôde ser adicionado previamente à infecção pelo 
vírus, nos poços com infecção por DENV-1 cepa BR/90, para que não 
interferisse na adsorção dos vírus à membrana celular dos macrófagos.  
A infecção dos macrófagos RAW 264.7 com o DENV-4 foi 
realizada da mesma forma que foi feita com o DENV-1.  A única 
diferença ocorreu na solução de vírus e na solução de células. O DENV-
4 foi expandido em células Huh-7 (linhagem celular de hepatoma 
humano, do inglês, human hepatoma cell line) e na 8ª passagem, 4 dias 
após a infecção destas células, os vírus foram coletados. O DENV-4 
cepa TVP360 é um vírus adaptado a linhagens de células humanas.  
Entretanto, a titulação do DENV-4 e sua MOI não puderam ser 
calculados. A solução de vírus foi feita com 1 ml de DENV-4 mais 7 ml 
de meio DMEM com SFB 1%, totalizando 8 ml de solução, suficiente 
para distribuir 500 µl/poço em 15 poços. A concentração de células foi 
ajustada para 2,8 x 10
6
 células totais em uma solução com 4 ml de 
células mais 30 ml de meio DMEM completo 10%, totalizando 34 ml 
suficientes para distribuir 1 ml/poço desta solução em 33 poços, de 
modo que em cada poço fossem adicionadas 3,3 x 10
5
 células. Desta 
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forma, em cada poço foram distribuídas 3,3 x 10
5
 células e 1 ml/poço de 
solução de células com meio.   
 
 
Figura 10. Esquematização das placas 6-poços de cultura de macrófagos. A) 
Esquema feito para as 5 placas que representam 5 pontos de tempo (0,5 h.p.i.; 2 
h.p.i.; 8 h.p.i.; 24 h.p.i. e 48 h.p.i.), observe que foi feita uma triplicata dos 
macrófagos infectados com o DENV-1 ou DENV-4 (poços 1 a 3) e uma 
triplicata do controle positivo com LPS (poços 4 a 6). B) Esquema da placa 
com a triplicata do controle negativo (CNE-), ou seja, sem infecção e/ou 
estímulo. 
3.3. Extração de RNA total dos macrófagos murinos RAW 
264.7 
 





, Hilden, NW, DE) após o tempo de infecção ou estímulo 
com LPS determinado para cada amostra de acordo com as instruções 
do fabricante. Primeiramente, foi aspirado o meio dos poços das placas 
de cultura contendo os macrófagos aderidos. Em seguida, cada poço foi 





, Carlsbad, CA, US). O PBS foi então 
removido e a cada poço foram adicionados 350 µl de tampão RLT 
Buffer, tampão de lise do kit com o qual as células foram lisadas. O 
tampão RLT contém guanidina tiocianato e está relacionado com a 
ativação de Rnases e o isolamento do RNA. 





, Carlsbad, CA, US) gelado. Os lisados foram 
homogeneizados com ponteiras P-1000 nos próprios poços das placas. 
Em seguida, foram adicionados mais 350 µl de etanol 70% aos lisados 
nos poços e novamente homogeneizados. Os 700 µl totais de amostra de 
cada poço foram transferidos cada um para uma coluna de spin do kit 
acoplada em cima de um tubo coletor. O tampão RLT e o etanol, juntos, 
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facilitam a ligação do RNA à membrana de sílica-gel presente dentro da 
coluna do kit. 
Em seguida, as colunas foram submetidas à centrifugação por 15 
segundos a 10.000 rpm numa microcentrífuga MiniSpin plus
®
 
(Eppendorf, Hamburg, HH, DE). O volume de líquido que passou para o 
tubo coletor foi descartado. Em seguida foram adicionados 700 µl do 
tampão RW1 Buffer à coluna de spin. O tampão RW1 contém uma 
pequena quantidade de guanidina tiocianato e etanol, e está relacionado 
com a lavagem do RNA ligado à membrana de sílica-gel. 
A seguir, as colunas foram novamente submetidas à centrifugação 
por 15 segundos a 10.000 rpm. O volume que passou para o tubo coletor 
foi mais uma vez descartado. Após a centrifugação, foram adicionados 
500 µl de tampão RPE Buffer (já contendo 4 volumes de etanol (96–
100%), como determina o manual de instruções) à coluna do kit. O 
tampão RPE está relacionado com a lavagem para remoção de 
contaminantes. 
Logo em seguida, a coluna foi submetida à centrifugação por 15 
segundos a 10.000 rpm. Sendo o volume de líquido que passou para o 
tubo coletor descartado mais uma vez.  
Foram então adicionados 500 µl de tampão RPE Buffer à coluna 
de spin. As colunas foram submetidas à centrifugação por 2 minutos a 
10.000 rpm. O tubo coletor foi descartado. Um novo tubo coletor de 2 
ml (Eppendorf, Hamburg, HH, DE) foi então acoplado embaixo da 
coluna de spin. As colunas foram novamente submetidas à 
centrifugação, desta vez por 1 minuto a 13.400 rpm. O tubo coletor foi 
novamente descartado para evitar qualquer resíduo de etanol que tenha 
sobrado. A coluna de spin foi acoplada a um novo tubo coletor de 1,5 ml 
(Eppendorf, Hamburg, HH, DE). Em seguida, foram adicionados 30 µl 
de água ultrapura livre de RNase H2O-DEPc (com dietilpolicarbonato) 
diretamente na membrana da coluna de spin. Finalmente, a coluna foi 






Figura 11. Esquematização da extração de RNA. 
 
As concentrações dos RNAs extraídos dos macrófagos murinos 
foram obtidas no espectrofotômetro NanoVue
TM
 Plus (GE Healthcare, 
Amersham, BK, GB) e em seguida armazenadas em freezer a -80°C. 
Esses dados foram utilizados na construção dos gráficos de 
concentrações de RNA com desvio padrão entre as triplicatas utilizando-
se o software GraphPad Prism 5
®
 (GraphPad Prism 5
®
 software, San 
Diego, CA, US). 
Como os iniciadores oligonucleotídeos específicos para os genes 
das citocinas e da enzima NOS2 utilizados nas próximas reações 
apresentavam éxons diferentes, foi descartada a possibilidade de 
contaminação com DNA, sendo, portanto, desnecessário o tratamento 
com DNase. 
 
3.4. Síntese de cDNA por RT-PCR 
Os RNAs totais das células RAW 264.7 infectadas com o DENV-
1 cepa BR/90, estimuladas com LPS e dos controles sem infecção nem 
estímulo foram convertidos a cópias complementares de DNA (cDNA), 
através de amplificação enzimática utilizando-se o kit GoScript™ 
Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI, US) e 
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oligonucleotídeos randômicos. O procedimento foi feito seguindo-se as 
instruções do manual do fabricante do kit. O passo inicial da reação 
consistiu na incubação de um volume equivalente a 2 µg de RNA 
misturado a 1 μl do oligonucleotídeo iniciador randômico (0,5 µg) e a 
uma quantidade suficiente de água ultrapura DEPc (livre de RNases) 
para completar um volume final de 15 μl de reação em um 
termociclador Mastercycler
®
 (Eppendorf, Hamburg, HH, DE) a 70 ºC 
durante 5 minutos. Em seguida, os tubos foram imediatamente 
colocados no gelo por 10 minutos e as amostras foram submetidas à 
centrifugação por 10 segundos a 10.000 rpm numa microcentrífuga 
MiniSpin plus
®
 (Eppendorf, Hamburg, HH, DE), sendo mantidas no 
gelo até que fosse adicionada a mistura de reação da transcriptase 
reversa.  
Em seguida, foi feita uma mistura contendo: 5 μl do tampão 
comercial de reação (5x) (GoScript™ 5X Reaction Buffer) (Promega, 
Madison, WI, US), 1,2 μl de MgCl2 (1,5 mM), 1 μl de uma solução de 
0,5 mM dNTPs (PCR Nucleotide Mix), 0,5 μl de Recombinant RNasin
®
 
Ribonuclease Inhibitor (20 U/μl) (Promega, Madison, WI, US), 1 μl da 
enzima transcriptase reversa (GoScript™ Reverse Transcriptase) (5 
U/μl) (Promega, Madison, WI, US) e uma quantidade suficiente de água 
ultrapura DEPc (livre de RNases) para completar um volume final de 10 
μl de reação. A cada amostra contendo RNA e iniciadores randômicos 
(15 µl), foram adicionados 10 µl da mistura de reação da transcriptase 
reversa, totalizando 25 µl de mistura total por amostra. A reação foi 
incubada a 25 ºC por 5 minutos no termociclador, para que ocorresse o 
anelamento. Em seguida, a 42 ºC por 1 hora no termociclador, para que 
ocorresse a extensão da fita. Finalmente para a inativação da enzima 
transcriptase reversa, as amostras foram incubadas a 70 °C por 15 
minutos no termociclador. 
Os RNAs totais das células RAW 264.7 infectadas com o DENV-
4, dos seus controles positivos estimulados com LPS e dos seus 
controles negativos também foram convertidos a cDNA com o mesmo 
kit, e do mesmo modo como foi feito para as outras amostras exceto por 
uma diferença nos volumes das soluções preparadas. A primeira mistura 
foi feita com um volume equivalente a 2 µg de RNA misturado a 1 μl do 
oligonucleotídeo iniciador randômico (0,5 µg) e a uma quantidade 
suficiente de água ultrapura DEPc (livre de RNases) para completar um 
volume final de 21 μl de reação. A segunda mistura foi feita com 7 μl do 
tampão comercial de reação (5x) (GoScript™ 5X Reaction Buffer) 
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(Promega, Madison, WI, US), 2,16 μl de MgCl2 (1,5 mM), 1,8 μl de 
uma solução de 0,5 mM dNTPs (PCR Nucleotide Mix), 0,5 μl de 
Recombinant RNasin
®
 Ribonuclease Inhibitor (20 U/μl) (Promega, 
Madison, WI, US), 1 μl da enzima transcriptase reversa (GoScript™ 
Reverse Transcriptase) (5 U/μl) (Promega, Madison, WI, US) e uma 
quantidade suficiente de água ultrapura DEPc (livre de RNases)  para 
completar um volume final de 14 μl de reação. Assim, quando somadas 
as misturas 1 e 2 totalizaram 35 µl de mistura total por amostra. Os 
demais passos foram feitos da mesma forma para todas as amostras.  
Como a menor concentração de RNA obtida no segundo 
experimento foi muito menor que a menor concentração de RNA obtida 
no primeiro experimento, o volume de reagentes no segundo 
experimento foi aumentado e adaptado para uma reação com um maior 
volume de RNA até chegar à concentração de 2 µg de RNA. 
 
3.5. PCR em tempo real 
Para a quantificação da expressão gênica, foi feita uma mistura de 
reação, para cada uma das 33 amostras, com 5 µl de QuantiFast® 
SYBR® Green PCR Mix 5X (QIAGEN
®
, Hilden, NW, DE ), 1 μg de 
cDNA, obtido através da reação de RT-PCR, e 0,25 µl dos 
oligonucleotídeos (senso e anti-senso) (10 µM) iniciadores específicos 
para amplificar os genes que codificam as citocinas de interesse e 
quantidade de H2O ultra-pura livre de RNAses/DNAses suficiente para 
completar  10 µl de reação.  
Além disso, como controle, foram feitas reações separadas para 
cada uma das 33 amostras com o mesmo volume e concentração dos 
reagentes e dos oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gene 
normalizador dos níveis de expressão de mRNA que codifica a proteína 
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT). Cada mistura de 10 
µl de reação, referente a cada amostra, foi distribuída em poços 
diferentes de uma placa de 96-poços específica para PCR em tempo real 
(BD Biosciences, Bedford, MA, US). As amostras referentes a cada par 
de oligonucleotídeos iniciadores foram distribuídas por placa e em 
duplicata. Por exemplo, na primeira placa foram colocadas apenas as 
misturas de reação contendo o par de iniciadores específicos para a 
amplificação do gene HPRT, na segunda placa, as misturas contendo o 
par de iniciadores específicos para a amplificação do gene TNF-α, e 
assim por diante. Dessa forma, foram utilizadas 6 placas no total, sendo 
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cada placa referente ao par de iniciadores específicos da amplificação do 
gene de cada citocina e do gene HPRT. 
Cada reação de amplificação deu-se por repetição de 40 ciclos de 
10 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C e 15 segundos a 95°C no 
equipamento de PCR em tempo real Applied Biosystems® 7900HT Fast 
Real-Time PCR System (Life Technologies
TM
, Carlsbad, CA, US), com 
laser de argônio (488 nm) e alta sensibilidade. A curva de dissociação 
foi utilizada para verificar a especificidade do produto e consistiu de 
uma incubação em que a temperatura foi aumentada de 60 ºC a 95 ºC 
numa taxa de aproximadamente 1 ºC/40 seg., com leitura contínua da 
fluorescência. Os resultados foram avaliados pelo método de 
quantificação relativa proposto por Livak e Schmittgen (2001) (LIVAK 
&  SCHMITTGEN, 2001). 
As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores murinos 
utilizados neste trabalho para avaliar a expressão de mRNA de IFN-β, 
IL-10, IL-6, TNF-α, IL-12p40, NOS2 e HPRT por PCR em tempo real 




Tabela 1. Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores murinos utilizados na 
reação de PCR em tempo real. 






























O software de detecção de sequência, Sequence Detection System 
(SDS), versão 2.4 (Life Technologies
TM
, Carlsbad, CA, US), foi 
utilizado para analisar os dados após a amplificação. Os resultados 
foram obtidos como valores de ciclo limite, threshold cycle (Ct), que 
representam o número do ciclo no qual os níveis de fluorescência 
passaram como limite fixo. Os níveis de expressão foram calculados 
com o método ΔΔCt. Os valores Cts das amostras obtidos com a reação 
de PCR em tempo real foram utilizados para calcular os ΔCts, os ΔΔCts, 
os valores RQ e a média dos valores RQ para as duplicatas de cada 
amostra. Os valores de ΔΔCt foram calculados em relação à média dos 
ΔCts dos controles negativos sem infecção ou estímulo. Os valores Ct 
são expressos como meio de duas medidas independentes, e os níveis de 
expressão de mRNA (ΔCt) para todas as amostras são expressos como 
sendo iguais à diferença entre a expressão do gene de interesse (Ct do 
gene de interesse) e a expressão do gene HPRT (Ct do gene HPRT).   
Portanto, esses valores foram todos calculados em relação ao 
gene normalizador controle HPRT. Os valores RQ são iguais a 2
-ΔΔCt
. A 
partir das médias dos valores RQ foram montados os gráficos com 
desvio padrão das duplicatas de cada amostra. Esses gráficos foram 
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feitos para indicar a expressão de cada citocina em cada grupo 
(infectados com DENV e estimulados com LPS). Para isso foi utilizado 
o software GraphPad Prism 5
®
 (GraphPad Prism 5
®
 software, San 








4.1. Concentração dos RNAs  
Após a extração, as concentrações de RNA foram obtidas no 
espectrofotômetro NanoVue
TM
 Plus (GE Healthcare, Amersham, BK, 
GB). Os resultados obtidos foram colocados em um gráfico através do 
software  GraphPad Prism 5
®
 (GraphPad Prism 5
®
, San Diego, CA, 
US) (Figura 12). Com isso, observou-se que as concentrações de RNA 
foram aumentando conforme o tempo pós-infecção com DENV-1 e ou 
pós-estímulo com LPS (controle positivo) (1 µg/ml) (Figura 12A). Isso 
pode ser explicado pela proliferação celular durante esses intervalos de 
tempo. As concentrações de RNA obtidas no caso da infecção pelo 
DENV-1 foram semelhantes às concentrações obtidas no caso do 
estímulo com LPS (1 µg/ml). 
As concentrações de RNA obtidas no caso da infecção por 
DENV-4 foram semelhantes às obtidas no caso do estímulo com LPS (1 
µg/ml), exceto nos últimos intervalos de tempo após a infecção ou 
estímulo (Figura 12B). Neste caso, apesar da proliferação celular, o 
DENV-4 parece ter induzido uma maior produção de RNA em relação 
ao estímulo com LPS (1 µg/ml). 
O controle negativo sem infecção ou estímulo apresentou uma 
menor concentração de RNA em relação aos outros dois grupos porque a 
extração de RNA deste controle foi realizada duas horas após o início da 
infecção das outras amostras. Por isso, não é possível afirmar se em 
outros intervalos de tempo esse controle negativo apresentaria uma 
maior concentração de RNA decorrente da proliferação celular. 
 
 
Figura 12. Concentrações de RNAs extraídos das células RAW 264.7. A) 
Grupos relacionados à infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). B) Grupos 
relacionados à infecção pelo DENV-4. Em preto, a média das triplicatas das 
concentrações de RNAs purificados de células RAW 264.7 infectadas com 
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DENV em diferentes horas pós-infecção (h.p.i.). Em branco, a média das 
triplicatas das concentrações de RNAs purificados de células RAW 264.7 
estimuladas com LPS (1 µg/ml). Em listrado, a média das triplicatas das 
concentrações de RNAs purificados de células RAW 264.7 sem infecção ou 
estímulo. 
 
4.2. Cinéticas de expressão dos genes das citocinas e da 
enzima NOS2 em macrófagos infectados com os vírus da 
Dengue sorotipos 1 e 4. 
Para a quantificação da expressão gênica, foi realizada a técnica 
de PCR em tempo real com iniciadores específicos para amplificar os 
genes que codificam as citocinas de interesse (TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-
6 e IL-12p40) e a enzima NOS2. Foi utilizado como controle o gene 
normalizador dos níveis de expressão de mRNA, o gene HPRT. As 
reações foram feitas no equipamento de PCR em tempo real Applied 
Biosystems
®
 7900HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies
TM
, 
Carlsbad, CA, US). A curva de dissociação foi utilizada para verificar a 
especificidade do produto.  
A análise dos dados após a amplificação foi feita com o software 
de detecção de sequência, Sequence Detection System (SDS), versão 2.4 
(Life Technologies
TM
, Carlsbad, CA, US). Os resultados foram obtidos 
como valores de ciclo limite, threshold cycle (Ct), que representam o 
número do ciclo no qual os níveis de fluorescência passaram como 
limite fixo. Os níveis de expressão foram calculados com o método 
ΔΔCt. Os valores Ct são expressos como meio de duas medidas 
independentes, e os níveis de expressão de mRNA (ΔCt) para todas as 
amostras são expressos como sendo iguais à diferença entre a expressão 
do gene de interesse (Ct do gene de interesse) e a expressão do gene 
HPRT (Ct do gene HPRT). 
O primeiro gene a ter a sua transcrição analisada por PCR real 
time foi o gene normalizador, controle positivo, HPRT, tanto para o 
grupo infectado com DENV-1 e os seus controles como para o grupo 
infectado com o DENV-4 e os seus controles (Figura 13). Em ambos os 
casos, todas as 33 amostras, em duplicata, apresentaram amplificação 
para este gene, quando foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores 




Figura 13. Curvas de amplificação e dissociação do gene HPRT. A) Curva de 
amplificação por qPCR do cDNA do gene normalizador controle HPRT dos 
grupos relacionados à infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico 
de amplificação representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o 
eixo y o ciclo da PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da 
amplificação em duplicata de cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-
1 ou estimuladas com LPS (1 µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou 
estímulo. B) Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos 
do gene HPRT dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) Curva de 
amplificação do cDNA do gene HPRT dos grupos relacionados à infecção pelo 
DENV-4. D) Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores 
específicos do gene HPRT dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. 
 
O segundo gene a ter a sua transcrição analisada, foi o TNF-α 
tanto para as amostras infectadas com o DENV-1 e os seus controles 
positivos e negativos como para as amostras infectadas com o DENV-4 
e os seus controles (Figura 14). Em ambos os casos, todas as 33 
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amostras, em duplicata, apresentaram amplificação para este gene, 
quando foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores específicos 
para o mesmo. 
 
Figura 14. Curvas de amplificação e dissociação do gene do TNF-α. A) Curva 
de amplificação por qPCR do cDNA do gene do TNF-α dos grupos 
relacionados à infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico de 
amplificação representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o 
eixo y o ciclo da PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da 
amplificação em duplicata de cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-
1 ou estimuladas com LPS (1 µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou 
estímulo. B) Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos 
do gene do TNF-α dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) Curva 
de amplificação do cDNA do gene do TNF-α dos grupos relacionados à 
infecção pelo DENV-4. D) Curva de dissociação dos oligonucleotídeos 




Após a confirmação da amplificação do gene do TNF-α, foram 
construídos os gráficos com a média dos valores RQ das duplicatas (do 
PCR em tempo real) de cada amostra do grupo de células infectadas 
com DENV-1 e do grupo de células submetidas ao estímulo com LPS (1 
µg/ml) para os períodos de tempo descritos anteriormente. Nos gráficos, 
foram colocados os controles sem infecção ou estímulo na hora inicial 
zero. Com isso, para ambos os grupos, observou-se um pico de 
expressão desse gene em 2 horas pós-infecção, tendo em seguida 
ocorrido uma queda dessa expressão a partir de 8 horas pós-infecção 
(Figuras 15A e 15B). Portanto, ambos os grupos apresentaram cinéticas 
de resposta de expressão deste gene semelhantes, indicando a expressão 
intermediária deste gene. Entretanto, os níveis de expressão do gene do 
TNF-α dos dois grupos não podem ser comparados entre si, uma vez 
que, a infecção por DENV-1 induziu uma expressão do gene do TNF-α 
muito menor do que o estímulo por LPS (1 µg/ml). 
No caso dos grupos infectados pelo DENV-4 e controle positivo 
estimulado com LPS (1 µg/ml), observou-se um pico de expressão do 
gene do TNF-α em 8 horas pós-infecção, tendo em seguida ocorrido 
uma queda dessa expressão em 24 horas pós-infecção. Portanto, ambos 
os grupos apresentaram cinéticas de resposta de expressão semelhantes 
(Figuras 15C e 15D). Esse resultado indica que numa infecção por 
DENV-4, este gene pode apresentar expressão intermediária-tardia em 
relação à infecção pelo DENV-1. No caso da infecção pelo DENV-4 
houve uma maior expressão do gene do TNF-α se comparada à da 
infecção pelo DENV-1. Isto indicaria que a MOI do DENV-4 pode ter 
sido maior do que a do DENV-1, induzindo uma maior expressão do 





Figura 15. Níveis de expressão do gene do TNF-α em células RAW 264.7. 
A) Grupo infectado com DENV-1 (MOI de 0,1). B) Grupo controle positivo 
estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado à infecção pelo DENV-1. Em 
ambos os grupos o pico se deu em 2 h.p.i. C) Grupo infectado com DENV-
4. D) Grupo controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado à 
infecção pelo DENV-4.  Em ambos os grupos ocorreu um pico de expressão 
em 8 h.p.i. 
O terceiro gene a ter a sua taxa de transcrição analisada, foi o 
IFN-β tanto para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-1 como 
para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-4 (Figura 16). Em 
cada caso, todas as 33 amostras, em duplicata, apresentaram 
amplificação para este gene, quando foram utilizados os 




Figura 16. Curvas de amplificação e dissociação do gene do IFN-β. A) Curva 
de amplificação por qPCR do cDNA do gene do IFN-β dos grupos relacionados 
à infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico de amplificação 
representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o eixo y o ciclo da 
PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da amplificação em duplicata de 
cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-1 ou estimuladas com LPS (1 
µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou estímulo. B) Curva de 
dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene do IFN-β dos 
grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) Curva de amplificação do 
cDNA do gene do IFN-β dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. D) 
Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene do 
IFN-β dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. 
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-1 
observou-se um pequeno pico de expressão do gene do IFN-β, em meia 
hora após a infecção, sendo que quase não ocorreu expressão deste gene 
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(Figura 17A). Ainda assim, isto poderia indicar que este gene, neste 
caso, apresentaria expressão precoce.  
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), o pico de 
expressão do gene do IFN-β se deu em 2 horas após o estímulo e a 
queda dos níveis de expressão se deu a partir de 8 horas após o estímulo 
(Figura 17B). Uma explicação para esta diferença é que um mesmo gene 
pode se comportar diferentemente em relação a diferentes indutores e a 
diferentes concentrações de um mesmo indutor. Portanto, este gene 
poderia ter uma ativação intermediária no grupo estimulado com LPS (1 
µg/ml), cujo pico se dá em 2 horas após o estímulo. 
Dessa forma, os níveis de expressão do gene desta citocina não 
podem ser comparados entre os dois grupos, principalmente porque a 
infecção por DENV-1 quase não induziu expressão do gene do IFN-β. 
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-4 
observou-se picos de expressão do gene do IFN-β em 2 e 24 horas pós-
infecção. Isto poderia indicar que, em caso de infecção por DENV-4, 
este gene apresenta expressão intermediária e tardia. Em relação à 
infecção por DENV-1, a infecção por DENV-4 induziu uma maior 
expressão do gene do IFN-β (Figura 17C). Isto indicaria que a MOI do 
DENV-4 pode ter sido maior do que a do DENV-1, induzindo uma 
maior expressão do gene desta citocina. Além disso, em relação ao 
grupo estimulado com LPS (1 µg/ml), o DENV-4 também induziu uma 
maior expressão deste gene. 
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), o pico de 
expressão do gene do IFN-β se deu em 8 horas após o estímulo (Figura 







Figura 17. Níveis de expressão do gene do IFN-β em células RAW 264.7. A) 
Grupo infectado com DENV-1 (MOI de 0,1). Ocorreu um pequeno pico em 0,5 
h.p.i., porém num nível basal. B) Grupo controle positivo estimulado com LPS 
(1 µg/ml) relacionado à infecção pelo DENV-1. Neste grupo o pico ocorreu em 
2 h.p.i. C) Grupo infectado com DENV-4. Neste grupo, ocorreram picos em 2 e 
24 h.p.i. D) Grupo controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado 
à infecção pelo DENV-4.  Neste grupo o pico se deu em 8 h.p.i. 
O quarto gene a ter a sua taxa de transcrição analisada, foi o da 
IL-10 tanto para os grupos relacionados à infecção por DENV-1 quanto 
para os grupos relacionados à infecção por DENV-4 (Figura 18). Em 
cada caso, todas as 33 amostras, em duplicata, apresentaram 
amplificação para este gene, quando foram utilizados os 




Figura 18. Curvas de amplificação e dissociação do gene da IL-10. A) Curva de 
amplificação por qPCR do cDNA do gene da IL-10 dos grupos relacionados à 
infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico de amplificação 
representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o eixo y o ciclo da 
PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da amplificação em duplicata de 
cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-1 ou estimuladas com LPS (1 
µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou estímulo. B) Curva de 
dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene da IL-10 dos 
grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) Curva de amplificação do 
cDNA do gene da IL-10 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. D) 
Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene da 
IL-10 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. 
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-1 
praticamente não ocorreu um pico, pois os níveis de expressão deste 
gene ficaram próximos ou menores do que os níveis basais, ou seja, do 
que os níveis de expressão deste gene no grupo controle negativo em 
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zero hora, isto é, sem infecção (Figura 19A). No grupo de células 
estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu grande expressão do gene da 
IL-10, com pico de expressão do gene da IL-10 em 8 horas após o 
estímulo (Figura 19B). A queda dos níveis de expressão se deu a partir 
de 24 horas após o estímulo. Uma explicação para esta diferença é que a 
MOI de 0,1 do DENV-1 pode ter sido muito baixa para induzir grande 
expressão do gene da IL-10. No caso do estímulo com LPS (1 µg/ml), 
ocorreu grande expressão tardia de IL-10, com pico em 8 horas após o 
estímulo. Dessa forma, as cinéticas de expressão deste gene em ambos 
os grupos são muito diferentes entre si. Os níveis de expressão do gene 
da IL-10 não podem ser comparados entre os dois grupos.  
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-4 
ocorreu grande expressão do gene da IL-10 com pico em 24 horas após 
a infecção (Figura 19C). Em relação à infecção pelo DENV-1, o DENV-
4 induziu uma maior expressão do gene da IL-10. Isto indicaria que a 
MOI do DENV-4 pode ter sido maior do que a do DENV-1, induzindo 
uma maior expressão do gene desta citocina. No grupo de células 
estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu uma maior expressão do gene 
da IL-10, em relação à infecção pelo DENV-4, ocorrendo picos em 2 e 
24 horas após o estímulo (Figura 19D). A queda dos níveis de expressão 
se deu a partir de 48 horas após o estímulo. Uma explicação para esta 
diferença é que este gene poderia ter ativação tardia no grupo de células 
infectadas com DENV-4 e, por outro lado, ter ativação intermediária e 
tardia no grupo estimulado com LPS (1 µg/ml). Dessa forma, as 
cinéticas de expressão deste gene em ambos os grupos apresentam uma 
semelhança que é o pico de expressão do gene desta citocina em 24 





Figura 19. Níveis de expressão do gene da IL-10 em células RAW 264.7. A) 
Grupo infectado com DENV-1 (MOI de 0,1). Ocorreu um pequeno pico em 2 
h.p.i., porém num nível basal. B) Grupo controle positivo estimulado com LPS 
(1 µg/ml) relacionado à infecção pelo DENV-1. Neste grupo o pico ocorreu em 
8 h.p.i. C) Grupo infectado com DENV-4. Neste grupo ocorreu pico em 24 
h.p.i. D) Grupo controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado à 
infecção pelo DENV-4.  Neste grupo, ocorreram picos em 2 e 24 h.p.i. 
O quinto gene a ter a sua taxa de transcrição analisada, foi o da 
IL-6, tanto para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-1 como 
para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-4 (Figura 20). Em 
ambos os casos, todas as 33 amostras, em duplicata, apresentaram 
amplificação para este gene, quando foram utilizados os 




Figura 20. Curvas de amplificação e dissociação do gene da IL-6. A) Curva de 
amplificação por qPCR do cDNA do gene da IL-6 dos grupos relacionados à 
infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico de amplificação 
representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o eixo y o ciclo da 
PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da amplificação em duplicata de 
cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-1 ou estimuladas com LPS (1 
µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou estímulo. B) Curva de 
dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene da IL-6 dos 
grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) Curva de amplificação do 
cDNA do gene da IL-6 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. D) 
Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene da 
IL-6 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. 
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-1 os 
níveis de expressão do gene da IL-6 foram muito baixos, embora um 
pouco maior do que os níveis basais do controle negativo em zero hora, 
sem infecção (Figura 21A). Ainda assim, houve um pequeno pico de 
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expressão desta citocina em meia hora após a infecção, indicando que 
este gene pode ter uma expressão precoce.  
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu 
grande expressão do gene da IL-6, ocorrendo um pico de expressão do 
gene da IL-6 em 8 horas após o estímulo (Figura 21B), indicando, neste 
caso, uma expressão intermediária-tardia deste gene. A queda dos níveis 
de expressão neste grupo se deu a partir de 24 horas após o estímulo.  
Os níveis de expressão do gene da IL-6 não podem ser 
comparados entre os grupos infectado com DENV-1 e estimulado com 
LPS 1 (µg/ml), uma vez que, a infecção por DENV-1 induziu uma 
pequena resposta de expressão do gene da IL-6 e o estímulo por LPS (1 
µg/ml) induziu altos níveis de expressão do mesmo gene. 
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-4 os 
níveis de expressão do gene da IL-6 foram muito altos, inclusive 
maiores do que os níveis de expressão do mesmo gene em células 
estimuladas com LPS (1 µg/ml) e em células infectadas pelo DENV-1 
(Figura 21C). Isto indicaria que a MOI do DENV-4 pode ter sido maior 
do que a do DENV-1, induzindo uma maior expressão do gene desta 
citocina. O pico de expressão em células infectadas com o DENV-4 
ocorreu em 2 horas após a infecção, indicando que este gene, neste caso, 
apresentou expressão intermediária. 
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml) o pico de 
expressão do gene da IL-6 se deu em meia hora após o estímulo (Figura 





Figura 21. Níveis de expressão do gene da IL-6 em células RAW 264.7. A) 
Grupo infectado com DENV-1 (MOI de 0,1). Ocorreu um pequeno pico em 0,5 
h.p.i., porém num nível basal. B) Grupo controle positivo estimulado com LPS 
(1 µg/ml) relacionado à infecção pelo DENV-1. Neste grupo o pico ocorreu em 
8 h.p.i. C) Grupo infectado com DENV-4. Neste grupo ocorreu pico em 2 h.p.i. 
D) Grupo controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado à 
infecção pelo DENV-4.  Neste grupo, ocorreu pico em 0,5 h.p.i. 
O sexto gene a ter a sua taxa de transcrição analisada, foi o da 
IL-12p40, tanto para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-1 
como para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-4 (Figura 22). 
Em ambos os casos, todas as 33 amostras, em duplicata, apresentaram 
amplificação para este gene, quando foram utilizados os 




Figura 22. Curvas de amplificação e dissociação do gene da IL-12p40. A) 
Curva de amplificação por qPCR do cDNA do gene da IL-12p40 dos grupos 
relacionados à infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico de 
amplificação representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o 
eixo y o ciclo da PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da 
amplificação em duplicata de cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-
1 ou estimuladas com LPS (1 µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou 
estímulo. B) Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos 
do gene da IL-12p40 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) 
Curva de amplificação do cDNA do gene da IL-12p40 dos grupos relacionados 
à infecção pelo DENV-4. D) Curva de dissociação dos oligonucleotídeos 
iniciadores específicos do gene da IL-12p40 dos grupos relacionados à infecção 
pelo DENV-4. 
No grupo de células infectadas com DENV-1 ocorreu uma 
expressão reduzida do gene da IL-12p40 (Figura 23A). No grupo de 
células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu pouca expressão do 
gene da IL-12p40, em relação ao grupo controle negativo em zero hora, 
ocorrendo pequenos picos de expressão do gene da IL-12p40 em 2 e 24 
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horas após o estímulo (Figura 23B), indicando uma expressão 
intermediária e tardia deste gene. Neste caso, as cinéticas de expressão 
deste gene entre os dois grupos apresentaram padrões muito diferentes. 
Os níveis de expressão do gene da IL-12p40 não podem ser 
comparados entre os grupos de células infectadas com DENV-1 e 
células estimuladas com LPS (1µg/ml), uma vez que, a infecção por 
DENV-1 induziu uma pequena expressão do gene da IL-12p40 e o 
estímulo por LPS (1 µg/ml) induziu uma expressão do gene da IL-12p40 
um pouco maior. 
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-4 os 
níveis de expressão do gene da IL-12p40 foram muito altos, inclusive 
maiores do que os níveis de expressão do mesmo gene em células 
estimuladas com LPS (1 µg/ml) e em células infectadas pelo DENV-1 
(Figura 23C). Isto indicaria que a MOI do DENV-4 pode ter sido maior 
do que a do DENV-1, induzindo uma maior expressão do gene desta 
citocina. O pico de expressão em células infectadas com o DENV-4 
ocorreu em 24 horas após a infecção, indicando que este gene, neste 
caso, apresentou expressão tardia. 
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml) o pico de 
expressão do gene da IL-12p40 se deu em 8 horas após o estímulo 
(Figura 23D), indicando, neste caso, uma expressão intermediária-tardia 




Figura 23. Níveis de expressão do gene da IL-12p40 em células RAW 264.7. 
A) Grupo infectado com DENV-1 (MOI de 0,1). Ocorreu um pequeno pico em 
0,5 h.p.i., porém num nível basal. B) Grupo controle positivo estimulado com 
LPS (1 µg/ml) relacionado à infecção pelo DENV-1. Neste grupo, ocorreram 
picos em 2 e 24 h.p.i. C) Grupo infectado com DENV-4. Neste grupo ocorreu 
pico em 24 h.p.i. D) Grupo controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) 
relacionado à infecção pelo DENV-4.  Neste grupo, ocorreu pico em 8 h.p.i. 
O sétimo gene a ter a sua taxa de transcrição analisada, foi o gene 
da enzima NOS2, tanto para os grupos relacionados à infecção pelo 
DENV-1 como para os grupos relacionados à infecção pelo DENV-4 
(Figura 24). Em ambos os casos, todas as 33 amostras, em duplicata, 
apresentaram amplificação para este gene, quando foram utilizados os 




Figura 24. Curvas de amplificação e dissociação do gene da NOS2. A) Curva 
de amplificação por qPCR do cDNA do gene da NOS2 dos grupos relacionados 
à infecção pelo DENV-1 (MOI de 0,1). O eixo x do gráfico de amplificação 
representa a intensidade de fluorescência relativa (delta Rn) e o eixo y o ciclo da 
PCR. As linhas do gráfico mostram o resultado da amplificação em duplicata de 
cada uma das 33 amostras infectadas com DENV-1 ou estimuladas com LPS (1 
µg/ml) e dos controles negativos sem infecção ou estímulo. B) Curva de 
dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene da NOS2 dos 
grupos relacionados à infecção pelo DENV-1. C) Curva de amplificação do 
cDNA do gene da NOS2 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. D) 
Curva de dissociação dos oligonucleotídeos iniciadores específicos do gene da 
NOS2 dos grupos relacionados à infecção pelo DENV-4. 
No grupo de células infectadas com DENV-1 os níveis de 
expressão do gene da NOS2 se mantiveram próximos aos níveis basais, 
exceto em 8 horas após a infecção, quando o nível de NOS2 começa a 
subir, e em 48 horas após a infecção, quando o nível de NOS2 atinge um 
pico, indicando uma expressão tardia deste gene, neste caso (Figura 
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25A). Ainda assim, os níveis de expressão deste gene no grupo de 
células infectadas com o DENV-1 foram baixos se comparados ao grupo 
estimulado com LPS (1 µg/ml).  
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu 
grande expressão do gene da NOS2, em relação ao grupo controle 
negativo em zero hora, ocorrendo picos de expressão do gene da NOS2 
em 8 e aumentando em 48 horas após o estímulo (Figura 25B), 
indicando uma expressão tardia deste gene.  Portanto, em ambos os 
grupos, apesar das diferenças em termos de quantidade de expressão do 
gene da NOS2, as cinéticas de expressão foram semelhantes e indicaram 
que este gene é de expressão tardia em ambos os casos. 
Os níveis de expressão do gene da NOS2 não podem ser 
comparados entre os grupos infectado com DENV-1 e estimulado com 
LPS 1 (µg/ml), uma vez que, em termos quantitativos, a infecção por 
DENV-1 induziu uma expressão do gene da enzima NOS2 muito menor 
do que o estímulo por LPS (1 µg/ml). 
No grupo de células infectadas com DENV-4, os níveis de 
expressão do gene da NOS2 foram muito altos quando comparados aos 
da infecção com DENV-1. No caso da infecção com DENV-4, o pico de 
expressão do gene da NOS2 se deu em 24 horas após a infecção, 
indicando, neste caso, uma expressão tardia deste gene (Figura 25C). 
Além disso, a infecção por DENV-4 induziu maior expressão do gene 
da NOS2 do que a infecção por DENV-1. Isto indicaria que a MOI do 
DENV-4 pode ter sido maior do que a do DENV-1, induzindo uma 
maior expressão do gene desta citocina. O DENV-4 induziu a ativação 
do gene da NOS2 num tempo pós-infecção menor do que o do DENV-1. 
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu 
expressão exacerbada do gene da NOS2, em relação ao grupo controle 
negativo em zero hora, e em relação ao grupo infectado com DENV-4. 
No grupo estimulado com LPS (1 µg/ml), os picos de expressão do gene 
da NOS2 ocorreram em 8 horas após o estímulo (Figura 25D), 
indicando uma expressão intermediária-tardia deste gene.  Portanto, as 





Figura 25.  Níveis de expressão do gene da NOS2 em células RAW 264.7. A) 
Grupo infectado com DENV-1 (MOI de 0,1). Ocorreu pico em 48 h.p.i. B) 
Grupo controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado à infecção 
pelo DENV-1. Neste grupo, ocorreram picos em 8 e 48 h.p.i. C) Grupo 
infectado com DENV-4. Neste grupo ocorreu pico em 24 h.p.i. D) Grupo 
controle positivo estimulado com LPS (1 µg/ml) relacionado à infecção pelo 








A ordem temporal dos eventos inflamatórios é muito semelhante 
em infecções por diferentes patógenos ou em danos teciduais. Os 
neutrófilos são as primeiras células a chegar ao sítio de inflamação, e 
eles permanecem por um curto período de tempo (as primeiras 24 
horas). Os monócitos chegam tardiamente, mas permanecem por dias. 
Os processos de remodelamento de tecido ocorrem durante as últimas 
fases do processo inflamatório (STRAMER et al., 2007).  
Existem duas possibilidades de como este processo inflamatório 
poderia ser conduzido: cada fase poderia induzir a próxima, ou a ordem 
temporal dos eventos poderia ser intrinsecamente codificada nos genes 
envolvidos na resposta inflamatória. Através da análise de eventos em 
cultura de células, pesquisadores observaram que muito do curso do 
tempo do programa de resposta é codificado nos próprios genes (HAO 
&  BALTIMORE, 2009). A ordem sequencial da expressão gênica e a 
relativa duração dos vários eventos inflamatórios parecem ser pré-
estabelecidos como parte do programa de ativação dos genes. O 
processo parece ser o resultado da interação entre os elementos que 
regulam a indução da transcrição, a repressão da transcrição e a 
estabilidade dos mRNAs (HAO &  BALTIMORE, 2009). 
A indução dos genes numa resposta inflamatória depende do 
estímulo ou do patógeno que causou a infecção e do tipo celular. 
Estudos sugeriram que os grupos de genes envolvidos na resposta 
inflamatória podem apresentar ativação precoce, geralmente por volta de 
30 minutos após a infecção ou após um estímulo; ativação intermediária, 
em torno de 2 horas após a infecção ou estímulo; ativação tardia, a partir 
de 8 horas após a infecção ou estímulo (HAO &  BALTIMORE, 2009). 
Além disso, genes diferentes reagem de forma diferente a uma 
determinada concentração de um mesmo indutor, que pode ser um 
patógeno, estímulo ou dano tecidual. Os mesmos estudos sugeriram que 
uma concentração maior de indutor é capaz de levar a uma maior 
duração da ativação gênica, mas manter um mesmo padrão de cinética 
da expressão dos genes envolvidos na resposta inflamatória (HAO &  
BALTIMORE, 2009). Esses autores sugeriram que a estabilidade do 
mRNA e o controle transcricional regulam a cinética de expressão de 
genes ativados por citocinas. Eles observaram que a maioria dos genes 
ativados por TNF em macrófagos murinos e em fibroblastos murinos 
(3T3) apresentaram cinética de expressão semelhante. Além disso, a 
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cinética de expressão dos mesmos genes, quando ativados por LPS foi 
semelhante em macrófagos murinos. 
 Outros autores sugerem ainda que, é possível que os genes de 
resposta precoce contenham menos agrupamentos de sítios de ligação 
aos fatores de transcrição próximos aos seus promotores do que os genes 
de resposta intermediária, ou que os sítios de ligação aos fatores de 
transcrição dos genes de resposta tardia são de afinidade mais baixa do 
que aqueles dos genes de resposta precoce, pois sítios de menor 
afinidade são diferentes do sítio de ligação matricial. Esses fatores 
poderiam reduzir a afinidade de ligação dos fatores de transcrição às 
regiões promotoras dos genes de resposta tardia, o que corresponderia a 
uma redução das suas taxas de ativação transcricional. Além disso, 
diferenças genômicas podem conferir a um gene uma rápida 
inducibilidade, tornando-o de expressão precoce (TULLAI et al., 2007). 
No presente trabalho, as cinéticas de expressão dos genes das 
citocinas TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6 e IL-12p40 e da enzima NOS2 
induzidos por DENV-1 e DENV-4 foram diferentes das cinéticas de 
expressão dos mesmos genes induzidos por LPS. As cinéticas de 
expressão desses mesmos genes induzidos por DENV-1 foram 
diferentes das cinéticas de expressão dos mesmos genes induzidos por 
DENV-4. A cinética de expressão dos mesmos genes induzidos por LPS 
em macrófagos murinos RAW 264.7 foi diferente da cinética de 
expressão desses genes induzidos por LPS em macrófagos murinos de 
medula óssea descrita por Hao e Baltimore (2009), refutando a hipótese 
do presente trabalho. 
Para detectar vírus de RNA, o sistema imune inato deve ser capaz 
de detectar componentes virais conservados (JANEWAY &  
MEDZHITOV, 2002). Durante a infecção de células hospedeiras, estes 
vírus geram RNA dupla fita através de uma síntese de RNA dependente 
de RNA. Alguns vírus de DNA também produzem dsRNA durante o seu 
ciclo de vida. Assim, o dsRNA pode funcionar como um padrão 
molecular associado a patógenos (PAMP), sinalizando a infecção viral 
(JANEWAY &  MEDZHITOV, 2002). Os PAMPs são reconhecidos 
pelo sistema imune inato, induzindo uma pronta resposta antiviral. O 
análogo sintético do dsRNA, ácido poliinosínico:policitidílico (polyI:C), 
induz o sistema imune inato a secretar as citocinas antivirais IFN-β e 
IFN-α, assim como as citocinas que induzem uma resposta inflamatória. 
O RNA dupla fita (dsRNA), um intermediário da replicação viral, é 
detectado pelas RNA-helicases citoplasmáticas: gene induzido por ácido 
61 
 
retinóico I (RIG-I) (do inglês, retinoic acid-inducible gene I) e gene 5 
associado à diferenciação de melanoma (MDA-5, do inglês, melanoma 
differentiation-associated gene 5), bem como pelo receptor do tipo toll 3 
(TLR3, do inglês, toll-like receptor-3) (MEYLAN &  TSCHOPP, 2006).  
Existe uma trindade de receptores de reconhecimento padrão 
(PRRs, do inglês, pattern recognition receptors) utilizada pelo sistema 
imune inato para detectar patógenos. Entre eles estão os receptores do 
tipo toll (TLRs), receptores do tipo RIG-I (RLRs) e receptores do tipo 
NOD (NLRs) (CREAGH &  O'NEILL, 2006). Todas as 3 famílias de 
sensores estão relacionadas com a resposta inata antiviral, sendo que os 
membros de cada família são capazes de reconhecer dsRNA viral, que é 
um PAMP e um forte indutor de ambas as respostas inata e adaptativa. 
As localizações celulares destes sensores de dsRNA diferem entre si; o 
TLR3 é endossômico, enquanto que os RLRs (RIG-I e MDA-5) e NLRs 
são citoplasmáticos (ALEXOPOULOU et al., 2001; KATO et al., 
2008). Todos reconhecem dsRNA e induzem potencialmente respostas 
semelhantes contra o dsRNA.  
TLR3 e as RNA-helicases interagem com diferentes PAMPs 
durante os eventos de sinalização induzidos pelo dsRNA. Entretanto, 
estas duas vias paralelas de reconhecimento viral convergem ao nível de 
fator regulador 3 de interferon (IRF3, do inglês, IFN regulatory factor-
3). A fosforilação do IRF3 inicia a resposta antiviral, incluindo a 
ativação do interferon tipo I (IFN), genes estimulados por interferon 
(ISGs) e citocinas pró-inflamatórias (DE VEER et al., 2001; 
YONEYAMA &  FUJITA, 2007). 
 A via TLR3/TRIF pode ter um papel relevante in vivo quando 
polyI:C ou dsRNA viral atingem compartimentos endossomais 
apropriados. Este evento poderia ocorrer quando as células fagocitam o 
dsRNA liberado no espaço extracelular pelas células infectadas com o 
vírus que estão passando pelos processos de lise ou necrose, ou quando 
as células internalizam os vírus através de endocitose mediada por um 
receptor. Consistente com isso, a fagocitose de células infectadas com 
vírus ou células contendo dsRNA sintético potencializam apresentação 
de antígenos através da estimulação do TLR3 em células apresentadoras 
de antígenos (APCs) (SCHULZ et al., 2005). O entendimento e a 
identificação de padrões moleculares que induzem a sinalização imune 
inata podem levar a estratégias antivirais específicas contra a infecção 
pelo vírus da dengue. 
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Neste presente trabalho, foi observado que a infecção de células 
RAW 264.7 por DENV-1 induziu uma expressão do gene do TNF-α 
menor do que o estímulo por LPS (1 µg/ml). Além disso, ambos os 
grupos, infectado com DENV-1 e estimulado com LPS, apresentaram 
cinéticas de resposta de expressão deste gene muito semelhantes, com 
pico em 2 horas após a infecção ou estímulo. Neste caso, isto pode 
significar que este gene pode ser de expressão intermediária, uma vez 
que, foi sugerido que esse tipo de gene tem pico de expressão em torno 
de 2 horas após uma infecção com algum tipo de patógeno ou estímulo 
com LPS, sendo que para ambos os casos as cinéticas de expressão do 
gene do TNF são muito semelhantes (HAO &  BALTIMORE, 2009). A 
infecção de células RAW 264.7 por DENV-4 e o estímulo por LPS 
(1µg/ml) induziu grande expressão do gene do TNF-α, com pico de 
expressão em 8 horas pós-infecção ou pós-estímulo. Neste caso, o gene 
apresentou uma expressão intermediária-tardia. Em ambos os casos a 
cinética de expressão foi muito semelhante entre si. Entretanto, em 
relação à infecção pelo DENV-1, a infecção pelo DENV-4 pareceu 
induzir uma maior de expressão do gene do TNF-α. 
Alguns autores sugeriram que o estímulo com LPS induz grande 
expressão de genes de citocinas como TNF-α em macrófagos in vitro 
(GUHA &  MACKMAN, 2001). Quanto à ordem temporal da cinética 
de expressão dos genes de citocinas em caso de infecção por DENV, as 
primeiras citocinas a terem os níveis aumentados são IL-2, IL-6, IFN-γ e 
TNF-α, enquanto que as citocinas expressadas tardiamente são a IL-4 e 
a IL-10 (CHATURVEDI et al., 2000). Alguns estudos relataram que 
células RAW 264.7 quando estimuladas com LPS por 2 horas, 
apresentaram aumento da expressão de CD14 e aumento da liberação de 
TNF-α (LICHTMAN et al., 1998). 
Neste presente trabalho, a infecção de células RAW 264.7 por 
DENV-1 induziu uma expressão do gene do IFN-β muito menor do que 
o estímulo por LPS (1 µg/ml). No grupo de células RAW 264.7 
infectadas com DENV-1 observou-se um pequeno pico de expressão do 
gene do IFN-β, próximo do nível basal. Já no grupo de células 
estimuladas com LPS (1 µg/ml), o pico de expressão do gene do IFN-β 
se deu em 2 horas após o estímulo, mostrando uma ativação 
intermediária. Uma explicação para esta diferença é que um mesmo 
gene pode se comportar diferentemente em relação a diferentes 
indutores e a diferentes concentrações de um mesmo indutor.  
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Alguns autores sugeriram que outro interferon, o IFN-α limita a 
replicação do vírus da dengue no sistema nervoso central de 
camundongos (SHRESTA et al., 2004). Outras pesquisas sugeriram que 
o DENV inibe a ação do IFN-α, através da redução da expressão do 
transdutor de sinal e ativador de transcrição 2 (STAT-2) (HO et al., 
2005; JONES et al., 2005).  
No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-4 
observou-se picos de expressão do gene do IFN-β em 2 e 24 horas pós-
infecção. Isto poderia indicar que, em caso de infecção por DENV-4 
este gene apresenta ativação intermediária e tardia.  
Em relação à infecção por DENV-1, a infecção por DENV-4 
induziu uma maior resposta de expressão do gene do IFN-β. Além disso, 
em relação ao grupo estimulado com LPS (1 µg/ml), o DENV-4 também 
induziu uma maior expressão deste gene. No grupo de células 
estimuladas com LPS (1 µg/ml), o pico de expressão do gene do IFN-β 
se deu em 8 horas após o estímulo. Neste grupo, este gene apresentou 
uma ativação uma ativação intermediária-tardia.  
Foi relatado que o DENV induz resposta de IFN do tipo I, mesmo 
em células sem expressão de RIG-I ou MDA-5 (LOO et al., 2008). O 
mesmo foi observado no vírus do oeste do Nilo (WNV, do inglês, West 
Nile virus) (FREDERICKSEN et al., 2008), outro Flavivirus. O vírus da 
encefalite japonesa (JEV, do inglês, Japanese encephalitis virus) 
(CHANG et al., 2006) e o virus da hepatite C (HCV, do inglês, hepatitis 
C virus) (SUMPTER et al., 2005), também da família Flaviviridae, por 
outro lado, são reconhecidos apenas por RIG-I. Estes resultados 
sugerem que os flavivírus, apesar das semelhanças genômicas e 
estratégias de replicação, são reconhecidos de forma diferente pelo 
hospedeiro. Apesar de ter a via de IFN ativada em resposta à infecção 
viral, vírus patogênicos desenvolveram formas de manipular o sistema 
de IFN para favorecer a sua sobrevivência na célula hospedeira. Alguns 
relatos sugeriram que o DENV pode antagonizar a via de IFN através 
das suas proteínas não-estruturais, como, NS2A, NS2B, NS4B e NS5 
(ASHOUR et al., 2009; MUNOZ-JORDAN, 2010).  
Alguns estudos de células de carcinoma de pulmão infectadas 
com DENV-1 revelaram aumento de expressão de ambos os receptores 
(extracelulares e citoplasmáticos) de reconhecimento padrão; RIG-I, 
MDA-5 e TLR3. RIG-I e MDA-5 reconhecem o dsRNA no citoplasma 
(LI et al., 2009). Foi relatado que estes sensores intracelulares de RNA 
detectaram a infecção por DENV em diferentes células. Os autores deste 
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mesmo relato sugeriram que estes sensores estão grupalmente 
envolvidos na indução efetiva de produção de IFN contra o DENV 
(NASIRUDEEN et al., 2011). 
Alguns estudos relataram que as células Huh-7 silenciadas para 
RIG-I e MDA-5 e macrófagos silenciados para TLR3 foram muito 
suscetíveis à infecção pelo DENV quando comparadas às células que 
apresentavam expressão desses sensores de RNA viral. Quando as 
células foram silenciadas para apenas RIG-I e MDA-5, mas não para o 
TLR3, ocorreu uma produção substancial de IFN-β. Esses estudos 
indicaram que os sensores intracelulares de RNA viral (RIG-I, MDA5 e 
TLR3) são ativados na infecção por DENV e são essenciais para a 
defesa do hospedeiro contra o vírus. Quando transfectados 
individualmente, RIG-I e MDA-5 não foram capazes de suprimir 
eficientemente a replicação do DENV, mas induziram altos níveis de 
expressão do gene do IFN-β. Estes resultados sugerem que RIG-I e 
MDA5 medeiam sinergicamente uma resposta antiviral durante a 
infecção pelo DENV (NASIRUDEEN et al., 2011).  
O silenciamento de TLR3 com RNA de interferência (iRNA) em 
células com baixa expressão de RIG-I e MDA-5, resultou numa maior 
infecção viral e a superexpressão de TLR3 inibiu significativamente a 
infecção por DENV, através da indução de altos níveis de expressão do 
gene do IFN-β (NASIRUDEEN et al., 2011). Alguns autores sugerem 
que o MDA-5 foi essencial para as respostas de IFN tipo I de células 
dendríticas derivadas da medula óssea e macrófagos ao polyI:C 
(GITLIN et al., 2006), que se comporta como dsRNA viral. Em 
contraste, a via TLR3-TRIF induziu respostas ao polyI:C em 
macrófagos peritoneais (GITLIN et al., 2006). 
Neste presente trabalho, a infecção de células RAW 264.7 por 
DENV-1 induziu uma pequena expressão do gene da IL-10. Neste caso, 
os níveis de expressão deste gene ficaram próximos dos níveis basais. 
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu grande 
expressão do gene da IL-10, sendo que o pico de expressão do gene da 
IL-10 se deu em 8 horas após o estímulo. Portanto, a cinética de 
expressão do gene da IL-10 quando induzido por DENV-1 foi diferente 
de quando induzido por LPS. 
No caso da infecção de células RAW 264.7 por DENV-4 ocorreu 
forte indução da expressão do gene da IL-10 com pico em 24 horas após 
a infecção. Em relação à infecção pelo DENV-1, o DENV-4 induziu 
grande expressão do gene da IL-10, e o pico se deu em 24 h.p.i. No 
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grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu uma maior 
expressão do gene da IL-10 do que no grupo de células infectadas pelo 
DENV-4, ocorrendo picos em 2 e 24 horas após o estímulo. Este gene 
apresentou ativação tardia no grupo de células infectadas com DENV-4 
e, por outro lado, ativações intermediária e tardia no grupo estimulado 
com LPS (1 µg/ml).  
Neste presente trabalho, a infecção de células RAW 264.7 por 
DENV-1 induziu pouca expressão do gene da IL-6, embora um pouco 
maior do que os níveis basais do controle negativo em zero hora, sem 
infecção. O estímulo destas células por LPS (1 µg/ml) induziu altos 
níveis de expressão do mesmo gene. No grupo de células infectadas com 
o DENV-1 houve um pequeno pico de expressão do gene da IL-6 em 
meia hora após a infecção, indicando que este gene pode ter uma 
expressão precoce. No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), 
ocorreu grande expressão do gene da IL-6, ocorrendo um pico de 
expressão do gene da IL-6 em 8 horas após o estímulo, indicando uma 
expressão tardia deste gene. Alguns autores sugeriram que o estímulo 
com LPS induz grande expressão de genes de citocinas como IL-6 em 
macrófagos in vitro (GUHA &  MACKMAN, 2001). Alguns autores 
sugerem que a expressão dos genes de IL6 e IL-10 está relacionada com 
uma resposta do tipo Th2 (CHATURVEDI et al., 2000). 
Neste presente trabalho, foi observado que no grupo de células 
RAW 264.7 infectadas com DENV-4 os níveis de expressão do gene da 
IL-6 foram muito altos, inclusive maiores do que os níveis de expressão 
do mesmo gene em células estimuladas com LPS (1 µg/ml) e em células 
infectadas pelo DENV-1. O pico de expressão do gene da IL-6 em 
células infectadas com o DENV-4 ocorreu em 2 horas após a infecção, 
indicando que este gene, neste caso, apresentou expressão intermediária. 
Ainda neste trabalho, a infecção de RAW 264.7 por DENV-1 
levou a uma expressão menor de IL-12p40 em relação ao grupo controle 
sem infecção ou estímulo, sendo os níveis de expressão próximos aos 
basais. Esse resultado condiz com os achados de outros autores de que 
não houve uma resposta significativa de IL-12p40 em pacientes com 
dengue quando comparada com a resposta dos grupos controles 
(JUFFRIE et al., 2002). Além disso, outros autores observaram que em 
camundongos, durante a infecção por DENV, a IL-12 age junto com a 
IL-18, contribuindo para a produção ótima de IFN-γ e consequente 
indução de NOS2, levando à defesa do hospedeiro contra o DENV 
(FAGUNDES et al., 2011).  
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No grupo de células RAW 264.7 infectadas com DENV-4 os 
níveis de expressão do gene da IL-12p40 foram maiores do que os 
níveis de expressão do mesmo gene em células estimuladas com LPS (1 
µg/ml) e em células infectadas pelo DENV-1. O pico de expressão em 
células infectadas com o DENV-4 ocorreu em 24 horas após a infecção, 
indicando, neste caso, expressão tardia. No grupo de células estimuladas 
com LPS (1 µg/ml) o pico de expressão do gene da IL-12p40 se deu em 
8 horas após o estímulo, indicando uma expressão intermediária-tardia 
deste gene.  
A IL-12 tem um efeito profundo sobre a regulação positiva de 
células Th1 e de citocinas derivadas de uma resposta do tipo Th1, 
enquanto que, a ausência da mesma desloca o equilíbrio para uma 
resposta do tipo Th2. A IL-12 tem sido associada com a limpeza do 
vírus, recuperação do hospedeiro e proteção em um grande número de 
infecções virais (CHATURVEDI et al., 2000). De acordo com essas 
informações, pode-se sugerir que, como a IL-12 favorece a defesa do 
hospedeiro contra o vírus, este último, poderia induzir expressão 
reduzida desta citocina, de modo que isso não levaria à sua destruição 
pelas defesas do hospedeiro. Essa seria uma explicação plausível para o 
resultado de pouca expressão do gene da IL-12p40 em células RAW 
264.7 infectadas pelo DENV-1 observado neste presente trabalho.  
Outros estudos sugeriram que indivíduos com maior expressão de 
receptor DC-SIGN (CD209) na superfície de macrófagos, apresentaram 
altos níveis de IL-12p40, durante a infecção por DENV (WANG et al., 
2011). Outros autores sugeriram que a produção de IL-12p40 parece ser 
deficiente em crianças com DHF e que a IL-10 é um potente regulador 
da expressão do gene da IL-12, e que as cinéticas de expressão de ambos 
sugerem que quando os níveis de IL-10 aumentam, os níveis de IL-12 
decrescem (GREEN et al., 1999).   
No grupo de células estimuladas com LPS (1 µg/ml), ocorreu 
pouca expressão do gene da IL-12p40, em relação ao grupo controle 
negativo em zero hora, ocorrendo pequenos picos de expressão do gene 
da IL-12p40 em 2 e 24 horas após o estímulo, indicando uma expressão 
intermediária e tardia deste gene.  
Outros mediadores da resposta inflamatória foram encontrados 
em pacientes com infecção aguda pelo DENV, como por exemplo, a 
enzima óxido nítrico sintase induzida (NOS2, do inglês, inducible nitric 
oxide synthase). Neste presente trabalho, os níveis de expressão do gene 
da NOS2 em células RAW 264.7 infectadas com DENV-1 foram muito 
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menores do que os níveis de expressão do mesmo gene no grupo de 
células estimuladas com LPS (1 µg/ml). Entretanto, ambos os grupos 
apresentaram cinéticas de expressão muito semelhantes, com picos de 
expressão do gene da NOS2 em 8 e aumentando em 48 horas após a 
infecção ou o estímulo. Portanto, em ambos os casos, este gene seria de 
expressão tardia.  
Neste presente trabalho, foi observado que no grupo de células 
infectadas com DENV-4 os níveis de expressão do gene da NOS2 foram 
muito altos e atingiram pico em 24 horas após a infecção, indicando, 
neste caso, uma expressão tardia deste gene. Além disso, a infecção por 
DENV-4 induziu uma expressão do gene da NOS2 muito maior do que 
a infecção por DENV-1. No grupo de células estimuladas com LPS (1 
µg/ml), ocorreu expressão exacerbada do gene da NOS2, em relação ao 
grupo controle negativo em zero hora, e em relação ao grupo infectado 
com DENV-4. No grupo estimulado com LPS (1 µg/ml), os picos de 
expressão do gene da NOS2 ocorreram em 8 horas após o estímulo 
indicando uma expressão intermediária-tardia deste gene. 
Alguns autores sugeriram que o DENV-1 foi suscetível ao óxido 
nítrico produzido pelos monócitos humanos infectados (NEVES-
SOUZA et al., 2005). Esses mesmos autores sugeriram que quando as 
células-alvo (por exemplo, monócitos e macrófagos) são infectadas, o 
DENV-1 induz uma expressão progressiva da enzima NOS2, indicando 
que o NO deve ser produzido durante a infecção in vitro, assim como é 
produzido na infecção in vivo. Quanto à cinética de expressão do gene 
da NOS2, foi observado que os seus níveis aumentam em 6 dias após a 
infecção, se comparados aos seus níveis em 3 dias após a infecção e 
coincidem com o decréscimo na quantidade viral. Isso condiz com a 
hipótese de que as células produtoras de NOS2 promovem um efeito 
inibidor no vírus diretamente ou através da produção de NO, ou ainda, 
por outros mecanismos induzidos por vírus durante a ativação dos 
monócitos, como a produção de IFN-α (NEVES-SOUZA et al., 2005). 
Outros autores descreveram ainda, níveis reduzidos de óxido 
nítrico (NO) relacionados com o aumento dos níveis de IL-10 em 
pacientes com dengue grave (SIMMONS et al., 2007). Esses resultados 
contribuem para um papel protetor do óxido nítrico, sendo esse 
mediador associado com quadros clínicos brandos de DF (VALERO et 
al., 2002). Outros autores sugeriram que o estímulo com LPS induz 
grande expressão de genes de citocinas como NOS2 (anteriormente 
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denominada iNOS) em macrófagos in vitro (GUHA &  MACKMAN, 
2001). 
 Os receptores removedores de classe A (SR-As, do inglês, class 
A scavenger receptors) são importantes sensores de PAMPs bacterianos. 
SR-As expressados por macrófagos podem se ligar ao LPS (PLATT &  
GORDON, 2001), assim como medeiam a fagocitose de bactérias 
(PEISER et al., 2002). Os SR-As medeiam também a internalização dos 
ligantes e subsequente estimulação das vias intracelulares. Estes 
receptores medeiam inclusive a captação de antígenos para a 
apresentação pelo complexo MHC em células T (NICOLETTI et al., 
1999). Outros autores observaram que a liberação de TNF-α por células 
RAW 264.7 mediadas por SR-As pode ser induzida por polyI:C 
(COLLER &  PAULNOCK, 2001). 
O TRL4 é expresso em uma ampla variedade de células humanas 
e serve como receptor para ligantes endógenos e exógenos (AKIRA et 
al., 2001; BEG, 2002; ZAREMBER &  GODOWSKI, 2002). Este 
receptor transmembranar é a molécula de reconhecimento primário para 
o LPS de bactérias gram-negativas (MEDZHITOV et al., 1997; 
POLTORAK et al., 1998; QURESHI et al., 1999). A proteína ligante de 
LPS (LBP, do inglês, LPS binding protein) catalisa a transferência do 
LPS para a membrana ou para o CD14 solúvel (TOBIAS et al., 1995), 
que, por sua vez, media o reconhecimento do LPS pelo TLR4. As 
funções principais do CD14 e do TLR4 na sinalização do LPS são 
enfatizados pelo fato de que camundongos deficientes nestes receptores 
são altamente resistentes ao choque por endotoxina (HAZIOT et al., 
1996; POLTORAK et al., 1998). No curso da sepse, a neutralização 
física (FREUDENBERG &  GALANOS, 1985) e a internalização do 
LPS por células imunes são importantes para a sua detoxificação.  
Após a endocitose, o LPS é biologicamente desativado por 
enzimas específicas (MUNFORD &  HALL, 1986). Várias moléculas de 
superfície celular podem se ligar ao LPS. Em células CD14
+
, o LPS é 
internalizado através de mecanismos dependentes do receptor CD14 
(SCHIFF et al., 1997; KITCHENS et al., 1998; POUSSIN et al., 1998), 
enquanto que, em células CD14
 
negativas, como células endoteliais e 
epiteliais, receptores scavenger estão relacionados à remoção do LPS 
(HAMPTON et al., 1991; SHNYRA &  LINDBERG, 1995; 
VISHNYAKOVA et al., 2003). Publicações recentes sugerem que há 
internalização e transporte intracelular do LPS dependentes do TLR-4 
69 
 
(THIEBLEMONT &  WRIGHT, 1997; LATZ et al., 2002; SUZUKI et 
al., 2003).  
Alguns autores confirmaram a captação de LPS dependente de 
CD14 (SCHIFF et al., 1997; KITCHENS et al., 1998; POUSSIN et al., 
1998; LATZ et al., 2002) e sugeriram que os movimentos intracelulares 
do TLR4 podem ser transportados através da membrana lipídica 
juntamente com o CD14 internalizado (TRIANTAFILOU et al., 2002). 
O TLR4 não está envolvido nos mecanismos de captação celular do 
LPS. Em células CD14
+
, o LPS é predominantemente captado por vias 
mediadas por CD14, enquanto que, em células endoteliais CD14
-
, existe 
um papel para vias dependentes dos receptores scavenger 
(DUNZENDORFER et al., 2004).  
Em todos os grupos de infecção pelo DENV-1 em que houve 
baixa expressão dos genes das citocinas, a MOI do vírus de 0,1 utilizada 
foi muito baixa para induzir uma grande expressão de cada gene. Esta 
explicação poderia ser relacionada com as seguintes citocinas: TNF-α, 
IFN-β, IL-10 e IL-6. Os níveis de expressão dos genes de todas as 
citocinas e da enzima NOS2 induzidos pelo DENV-4 foram muito 
maiores do que os níveis de expressão induzidos pelo DENV-1. Isso 
pode sugerir que a MOI do DENV-4, apesar de desconhecida, pode ter 
sido muito maior do que a do DENV-1. 
Alguns estudos sugeriram uma correlação entre o sorotipo viral e 
a gravidade da doença. Alguns autores sugeriram que o DENV-4 causa 
doença menos grave em infecções primárias (NISALAK et al., 2003). 
Apesar da baixa prevalência do DENV-4, ele foi responsável por 10% 
dos casos de DHF em crianças, sendo que a maioria dos casos estava 
associada a uma infecção secundária pelo DENV (NISALAK et al., 
2003). Além disso, o DENV-4 requer a ação de fatores imunológicos 
heterólogos, como por exemplo, de anticorpos potencializadores da 
infecção (ADE) para infectar as células (KLUNGTHONG et al., 2004). 
Alguns autores sugeriram que casos de dengue hemorrágica causados 
por DENV-2 e DENV-4 estão relacionados com infecções secundárias, 
e não com infecções primárias. Eles sugeriram ainda que o DENV-1 e o 
DENV-3 foram mais patogênicos quando não ocorreram infecções 
prévias por outros sorotipos (FRIED et al., 2010). O DENV-2 e o 
DENV-3 foram capazes de induzir a dengue hemorrágica em infecções 
secundárias do que o DENV-4 (FRIED et al., 2010). 
 Como explicitado anteriormente, autores como  Hao e 
Baltimore (2009) e Tullai e colaboradores (2007), salientam a 
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importância do estudo da expressão de grupos de genes envolvidos na 
resposta inflamatória em ordem temporal. Esses estudos são essenciais 
para o entendimento da cinética de expressão dos genes e da sua relação 
com a ordem dos eventos inflamatórios decorrentes de uma infecção por 
algum tipo de patógeno ou estímulo por algum outro indutor. Dessa 
forma, o entendimento da cinética de expressão dos genes de todas as 
citocinas e proteínas envolvidas na resposta inflamatória decorrente da 
infecção pelos diferentes sorotipos do DENV em diferentes tipos e 
linhagens celulares ainda precisa ser mais aprofundado.  
O padrão de ordem temporal de expressão destes genes ainda 
precisa ser bem estabelecido. Este seria um conhecimento importante, 
por exemplo, para a produção de fármacos que possam interferir na 
ativação dos genes das citocinas, na liberação ou função destes 








Os resultados obtidos mostraram que ocorreram variações na 
cinética e níveis de expressão dos genes das citocinas IFN-β, IL-10, IL-
6, TNF-α, IL-12p40 e da enzima NOS2 em resposta à infecção pelo 
DENV-1, à infecção pelo DENV-4, ou em resposta ao estímulo com 
LPS.  
 Dentre as citocinas cujos genes apresentaram expressão precoce 
estão: IFN-β e IL-6. 
 Dentre as citocinas cujos genes apresentaram expressão 
intermediária estão: TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6 e IL-12p40.  
 Dentre as citocinas cujos genes apresentaram expressão 
intermediária-tardia estão:  TNF-α, IFN-β, IL-10, IL-6, IL-12p40 e a 
enzima NOS2.   
 Dentre as citocinas cujos genes apresentaram expressão tardia 
estão: IFN-β, IL-10, IL-12p40 e a enzima NOS2.  
No caso da infecção de células RAW 264.7 com o DENV-4, os 
níveis de expressão dos genes de todas essas citocinas e enzima foram 
maiores do que no caso da infecção pelo DENV-1. Como a MOI do 
DENV-4 é desconhecida, é possível que essa diferença deva-se a uma 
maior MOI do DENV-4 em relação ao DENV-1. 
Seria necessária a realização de mais estudos com outras 
metodologias para avaliar as diferenças de cinéticas de expressão dos 







Dentre as perspectivas, estaria o aprofundamento do 
conhecimento sobre a cinética de expressão dos genes envolvidos na 
resposta inflamatória à infecção por cada sorotipo do vírus da dengue. 
Dessa forma, outros estudos poderiam ser feitos testando-se infecção 
com valores variados de MOI viral, além dos quatro sorotipos do 
DENV, linhagens de células diferentes e amplificação dos genes de 
outras citocinas e proteínas envolvidas na resposta inflamatória contra a 
infecção por estes vírus. Assim, seria possível observar se estas 
variações levam a grandes diferenças na ordem temporal de expressão 
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